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4-HNE: 4-hidroxi-2-transnonenal 

ACD: mort cel·lular autofàgica 

ACh: acetilcolina 

AChE: acetilcolinesterasa 

AFM: microscopi de força atòmica 

APP: proteïna precursora de l’amiloide 

ATP: adenosinatrifosfat 

ASCh: acetiltiocolina 

BACE: β-secretasa 

βA:  pèptid β amiloide 

BCh:  butirilcolina 

BChE: butirilcolinesterasa 

Bmax: fixació màxima 

BSCh: butiriltiocolina 

BSE: encefalopatia espongiforme bovina 

CAT: catalasa 

CJD: malatia de Creutzeldt-Jakob 

ChE: colinesterasa 

CE50: concentració eficaç 50 

CI50: concentració inhibitòria 50 

DHEA: dehidroepiandrosterona 

DNA: àcid desoxiribonucleic 

DTNB: àcid 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoic) 

EET: encefalopaties espongiformes transmissibles 

Gpx: glutatió peroxidasa 

Grx: glutaredoxin 

GSH: glutatió 

[H3]-QNB: I-quinuclinidil[fenil-4-3H]benzilat 

IAChE: inhibidors de l’acetilcolinesterasa 

Iso-OMPA: tetraisopropilo pirofosforamida 

KD: constant de dissociació 
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Ki: constant d’inhibició 

Km: constant de Michaelis 

LTP: potenciació de llarg termini 

MA: malaltia d’Alzheimer 

mAChR: receptors muscarínics 

MAPK: MAP quinases 

MP: malaltia de Parkinson 

MRI: magnetic resonance imaging 

MRS: proton magnetic resonance spectroscopy 

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazoli bromur 

nAChR: receptors nicotínics 

NGF: factor de creixement neural 

nH: coeficient de Hill 

NMDA: àcid-N-metil-D-aspàrtic 

PET: positron emission tomography 

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa 

Prnp: gen que codifica per la proteïna priònica 

PrP: proteïna priònica 

PrPC: proteïna priònica cèl·lular 

PrPSC: proteïna priònica patològica 

PrP*: proteïna priònica parcialment desnaturalitzada 

Prx: peroxidoxines 

RNA: àcid ribonucleic 

RE: reticle endoplasmàtic 

RNS: espècies reactives del nitrogen 

ROS: espècies reactives de l’oxigen 

SNC: sistema nerviós central 

SOD: superòxid dismutasa 

TBARS: substàcies àcidoreactives tiobarbitúriques 

Trx: tioredoxina 

XO: xantina oxidasa 
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El concepte de malalties neurodegeneratives agrupa un conjunt de malalties que 

ataquen el sistema nerviós de l’ésser humà deteriorant de manera progressiva les 

seves funcions motores i/o cognitives. Entre les més conegudes trobem la malaltia 

d’Alzheimer (MA), les encefalopaties espongiformes transmissibles (EET), la 

malaltia de Parkinson (MP) i la malaltia per cossos de Lewy. Clínicament hi ha una 

gran variabilitat de malalties, però estudis recents indiquen que poden presentar 

causes i mecanismes comuns. Entre altres, fibril·lació, agregació i acumulació de 

proteïnes en el cervell que condueixen a la mort neuronal (Dobson, 2004; Soto, 

2003).  

 

En aquestes malalties determinades proteïnes poden canviar el seu plegament cap 

a una conformació alternativa i estable. En la majoria dels casos, aquest canvi de 

conformació acaba amb l’acumulació de proteïnes erròniament plegades en forma 

de dipòsits fibril·lars amiloides que condueixen a una degeneració del sistema 

nerviós central. En funció del tipus de demència, els dipòsits proteics poden ser 

nuclears, citoplasmàtics o extracel·lulars. 

 

El concepte d’amiloide va ser definit per primera vegada per Rudolph Virchow 

l’any 1984 com a dipòsits de filaments extracel·lulars microscòpics els quals en 

determinades circumstàncies poden arribar a ser macroscòpics. En els darrers anys, 

els avenços metodològics han donat a conèixer la naturalesa proteica de les fibres 

amiloides, la seva riquesa en fulla plegada β i la seva insolubilitat en tampons 

aquosos. 

 

En cervells de pacients amb MA i en alguns models animals d’amiloïdosi cerebral 

s’ha demostrat que la pèrdua d’espines dendrítiques acompanya la patologia 

amiloide i que, sense cap mena de dubte, contribueix al deteriorament cognitiu 

que acompanya aquesta malaltia (Spires-Jones et al., 2007).  
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El pèptid β-amiloide, que s’acumula i agrega en el cas de la MA, en forma soluble 

no és neurotòxic però té tendència a agregar formant oligòmers, protofibril·les i 

fibres neurotòxiques. Paral·lelament, la toxicitat de les diferents espècies de βA ha 

estat relacionada amb l’estrès oxidatiu i, en conseqüència, amb la formació de 

danys oxidatius en proteïnes, lípids i àcids nucleics (Miranda et al., 2000).  

 

L’eficàcia dels inhibidors de l’acetilcolinesterasa (IAChE) en MA lleu i moderada ha 

estat àmpliament demostrada; tanmateix, hi ha discrepàncies en els casos de tipus 

moderat–sever (Feldman, 2001). Malgrat que l’ús dels IAChE en la teràpia 

farmacològica de la MA només han suposat un avenç relatiu, ja que els seus 

beneficis són transitoris, l’eficàcia del tractament amb aquests compostos sembla 

que no està únicament relacionada amb la seva capacitat d’inhibir 

l’acetilcolinesterasa (AChE) (Narahashi et al., 2003).  

 

L’eficàcia parcial d’aquestes teràpies ha fet que, actualment, la recerca de nous 

IAChE no es basi només en la seva capacitat anticolinesteràsica sinó també en altres 

aspectes no canònics d’aquests fàrmacs: en primer lloc, l’activitat al·lostèrica sobre 

els receptors nicotínics; en segon lloc, la capacitat de bloquejar el lloc perifèric de 

l’AChE que intervé en l’agregació del pèptid  β-amiloide i, finalment, l’activitat 

neuroprotectora. Compostos que comprenguessin aquestes quatre activitats 

suposarien un tractament molt més acurat per malalties complexes i multifactorials, 

con la MA i altres malalties neurodegeneratives. 
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1. PROTEÏNES I PÈPTIDS AMILOIDES. CARACTERÍSTIQUES 
 
 
La paraula amiloide va ser utilitzada per primera vegada l’any 1854 pel metge 

Alemany Rudolph Virchow. El 1859, Nicholas Friedrich i August Kekulé van 

demostrar que el component majoritari d’aquesta substància amiloide era la 

proteïna. Finalment, l’any 1908 Hanssen va demostrar que els dipòsits amiloides es 

podien digerir amb pepsina; per tant, va quedar demostrada la seva naturalesa 

proteica  (Marsh et al., 1976). 

Les proteïnes adquireixen la seva estructura tridimensional mitjançant un procés de 

plegament, en el qual cada seqüència proteica adopta una conformació nadiva o 

de mínima energia. Gràcies a aquest procés, les proteïnes poden dur a terme la 

seva funció correcta i, per aquest motiu, les cèl·lules tenen mecanismes per evitar o 

desfer els plegaments erronis. Tot i això, en els darrers anys s’han descobert una 

sèrie de patologies relacionades amb el plegament incorrecte de certes proteïnes, 

que provoquen la formació irreversible d’uns agregats fibril·lars insolubles, 

coneguts amb el nom de fibres amiloides. Actualment es coneixen més de 20 

proteïnes (taula 1) involucrades en patologies relacionades amb la formació de 

fibres amiloides i, molt probablement, aquesta llista anirà creixent al llarg de temps 

(Dobson, 2003; Dobson, 2004) 

 

Taula 1. Malalties relacionades amb el plegament anòmal de proteïnes (adaptat de 

Dobson, C. M. 2004) 

Malaltia Proteïna Lloc de plegament 
Hipercolesterolèmia 
Fibrosi quística 
Fenilcetonúria 
Malaltia de Huntington 
Osteogènesi imperfecta 
Anèmia falciforme 
Deficiència de α1-Antitripsina 
Malaltia de Tay-Sachs 
Malaltia d’Alzheimer 
Malaltia de Parkinson 
Malaltia de Creutzfeldt-Jakob 
Retinitis pigmentosa 
Cataractes 

Receptor de la lipoproteïna de baixa densitat 
Regulador transmembranal de la fibrosi quística 
Fenilalanina hidroxilasa 
Huntingtina 
Procolagen 
Hemoglobina 
α1-Antitripsina 
α-Hexosaminidasa 
Pèptid β amiloide/Proteïna tau 
Α-Sinucleïna 
Proteïna priònica 
Rodopsina 
Cristal·lins 

RE 
RE 
Citosol 
Citosol 
RE 
Citosol 
RE 
RE 
RE 
Citosol 
RE 
RE 
Citosol 
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Fig 1. Diferents proteïnes i pèptids que donen lloc a la formació de fibres i agregats 
de característiques amiloides. 

De fet, sota condicions adequades, un gran nombre de proteïnes sense homologia 

seqüencial són capaces de formar fibres amiloides. Aquesta característica comuna i 

el fet que les proteïnes i els pèptids amiloides no comparteixin un origen comú ni 

tinguin seqüències polipetídiques similars fa pensar en la possibilitat d’un 

mecanisme general d’agregació de qualsevol proteïna o pèptid amiloide (fig. 1). 

Les fibres amiloides a les quals donen lloc presenten unes característiques 

moleculars comunes, que serveixen per a la seva diagnosi clínica: 

 Tenen un grau d’estructuració molecular alt de manera que es poden tenyir 

amb vermell Congo i donen lloc a una birefringència de color verd quan 

són observades sota llum polaritzada. 

 Uneixen tioflavina T i així donen lloc a complexos fluorescents. 

 Tenen una morfologia fibril·lar no ramificada i un diàmetre de 6-10 nm, 

quan s’observen per microscòpia electrònica. 

 Estan formades per elements més fins anomenats protofibril·les. 

 Les cadenes polipeptídiques adopten una estructura de fulla plegada β, on 

les fulles β individuals s’orienten perpendicularment a l’eix longitudinal de 

la fibra. 

 Són resistents a l’acció de proteases.  
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1.1 Malaltia d’Alzheimer. Proteïna precursora d’amiloide i β–amiloide. 
 
1.1.1 Característiques generals de la MA 

La malaltia d’Alzheimer (MA) és la malaltia neurodegenerativa més comuna entre 

les demències existents avui en dia, i cursa amb alteracions cognitives i 

neuropsiquiàtriques (Ruiz-Nuño et al., 1998). Durant el procés normal de 

l’envelliment hi ha un declivi de les funcions sensorials i motores, acompanyat 

d’una disfunció cognitiva lleu (Corey-Bloom, 2002). Tanmateix, la demència 

comprèn un grup de disfuncions caracteritzades per un deteriorament gradual de 

les habilitat intel·lectuals, fins al punt d’originar problemes socials greus (Dubois 

and Deweer, 1998). La prevalença dels casos de demència en persones de més de 

80 anys és aproximadament d’un 30 %, i la MA representa un 50–70 % del total 

dels casos (Fernando and Ince, 2004). 

 

Els factors de risc que predisposen a patir aquesta malaltia no són ben coneguts. 

L’evidència més clara que existeix una contribució genètica en l’etiologia de la MA 

és l’existència de famílies en les quals la malaltia es transmet seguint un patró 

autosòmic dominant i on l’aparició de la malaltia es dóna en edats primerenques,  

entre 35 i 55 anys (Campion and Brice, 1998; Roses, 1997; Shepherd et al., 2009). 

Malgrat tot, la majoria dels casos de MA (> 95 %) apareixen en edats superiors 

als 60 anys; és per això que es dedueix que aquestes mutacions representen només 

una petita contribució davant al risc general de desenvolupar la malaltia 

(Cummings, 1995). 
 

1.1.2 Alteracions neuropatològiques 

La MA es caracteritza per la presència d’alteracions neurològiques greus, 

anatomopatològiques i fisipatològiques (Corey-Bloom, 2002; Dubois and Deweer, 

1998) (Kim and Tsai, 2009). Entre les primeres alteracions que apareixen s’ha 

descrit una atròfia difusa i progressiva a l’escorça cerebral amb presència de 

plaques de material amiloide (plaques senils), a més de més de cabdells 

neurofibril·lars de proteïna tau (τ) fosforilada i angiopatia amiloide (Rang et al., 
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Fig 2. Alteracions neuropatològiques de la malaltia d’Alzheimer.  
A. Plaques senils; B. Cabdells neurofobril·lars. C. Atròfia cerebral causada per la 
important pèrdua neuronal. 

2003b). Com a conseqüència de tot això, existeix una pèrdua neuronal selectiva 

de les àrees d’associació i del sistema límbic mentre la resta de zones cerebrals es 

mantenen inalterades (Dubois and Deweer, 1998). La pèrdua de terminals sinàptics 

sembla que és l’últim pas relacionat amb la mort neuronal. 

 
Pel que fa a les alteracions fisiopatològiques s’ha observat que al neocòrtex i 

l’hipocamp hi ha pèrdua d’un gran nombre de neurones, i són les neurones del 

sistema colinèrgic el grup més afectat (Rang et al., 2003a). 

 

Els canvis anatomopatològics que s’observen a la MA són deguts principalment a 

la formació i l’acumulació de la proteïna β-amiloide i la proteïna τ (Bharadwaj et 

al., 2008) (Luque and Jaffe, 2009) (fig. 2), encara que no totes les regions 

cerebrals afectades responen de la mateixa manera a aquests canvis patològics. 

Així, la proteïna β-amiloide es diposita en regions afectades i no afectades del 

cervell; no obstant això només en les àrees d’associació i a les regions del sistema 

límbic provoca una reacció inflamatòria que és responsable de la destrucció 

neuronal (Dudal et al., 2004); (Weiner and Selkoe, 2002). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

A B C 
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Fig 3. En el processament de la proteïna βA hi ha implicats tres enzims: la  α secretasa, 
la β secretasa i la γ secretasa. Una vegada el fragment de l’APP es desprès com a βA 
s’agrega al nivell extracel·lular i forma les plaques senils. 

1.1.3 Importància de les plaques senils: la proteïna β-amiloide 

Les plaques senils, també conegudes com plaques amiloides, són estructures 

esfèriques entre 20–25 μm de diàmetre, localitzades principalment a l’espai 

extracel·lular (Meyer-Luehmann et al., 2003). Estan formades per conglomerats de 

cossos i prolongacions neuronals degenerades al voltant de dipòsits centrals d’un 

pèptid de longitud variable (29–43 aminoàcids) i d’un pes de 4 a 6 KDa, 

anomenat proteïna β-amiloide (βA). 
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En condicions normals aquest pèptid es generada mitjançant la proteòlisi del 

pèptid precursor de la proteïna amiloide (APP); per part, de l’enzim α-secretasa, i 

posteriorment és secretada a l’espai extracel·lular com una proteïna soluble amb 

conformació (Thinakaran and Koo, 2008)d’hèlix α (Esch et al., 1990). Tanmateix, 

en pacients amb MA, la proteòlisi de l’APP es duta a terme per altres secretases, la 

β-secretasa (Cole and Vassar, 2008;Vassar et al., 2009)i la γ-secretasa, i es dóna 

lloc a un nou pèptid extracel·lular, en aquest cas insoluble, amb conformació de 

fulla plegada β  (Dekosky and López, 1998) (fig. 3) 
 

Aquest fragment proteic té una gran tendència a agregar-se i forma oligòmers 

insolubles que es dipositen al cervell en forma de plaques senils i a les parets de les 

artèries de diàmetre mitjà; així, apareix l’angiopatia amiloide. La presència de 

plaques senils, no obstant això, no tan sols s’observa en individus afectats de MA, 

també s’ha descrit la seva presència (i la de cabdells neurofibril·lars), en baixes 

quantitats, en cervells d’individus d’edat avançada sense signes de demència i en 

individus amb neuropaties com la malaltia de Cretzfeldt-Jakob (Armstrong et al., 

2001; Muramoto et al., 1992). 

 

Malgrat la causa que provoca l’agregació de la βA i la posterior formació de 

plaques senils no és del tot coneguda, tampoc ho és l’origen de la seva toxicitat 

malgrat que nombrosos autors han suggerit el rellevant paper de l’estrès oxidatiu 

(Boyd-Kimball et al., 2004; Miranda et al., 2000), les disfuncions en l’homeòstasi 

del calci neuronal (Dreses-Werringloer et al., 2008; Kim et al., 2000) (Kawahara et 

al., 2009) o els processos inflamatoris (Grossman, 2003).  

 
1.1.4 Model d’agregació del pèptid βA 

Avui en dia no es coneixen amb detall els esdeveniments moleculars que tenen lloc 

en el procés d’agregació de la βA i de la consegüent formació de plaques senils. 

Tot i així, se sap que el pèptid és secretat a l’espai extracel·lular en forma 

monomèrica, on mitjançant un procés d’associació dóna lloc a unes fibril·les que 
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s’acoblen entre si per donar lloc a les conegudes fibres amiloides, resistents a 

proteases . 

 

Alguns dels estudis realitzats in vitro sobre la caracterització cinètica del procés de 

fibril·logènesi del pèptid βA suggereixen una conversió d’estructura desordenada a 

estructura β a través d’un intermediari ric en estructura α (Kirkitadze et al., 2001). 

El contingut de fulla plegada β creix exponencialment fins a la formació de fibres 

amiloides.  

 

El model d’agregació majoritàriament acceptat consisteix en un mecanisme de 

polimerització dependent de nucleació (fig. 4). Aquest model comença amb una 

etapa lenta de formació de nuclis d’agregació que oligomeritzarien i donarien lloc 

a protofibril·les.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 4. Model d’agregació de la proteïna βA. Comprèn una fase de nucleació lenta i una 
fase d’elongació ràpida que porta a la formació de fibres insolubles. 
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En la segona etapa, l’elongació, es formarien ràpidament les fibres madures per 

associació i/o addició de monòmers als extrems de les protofibril·les. Aquesta 

etapa d’elongació tindria un caràcter exponencial irreversible (Goldsbury et al., 

2000; Jarrett et al., 1993; Krebs et al., 2009). 

 

1.1.5 La hipòtesi de la cascada de l’amiloide 

La hipòtesi de la cascada de l’amiloide postula que la producció, agregació i 

deposició de βA en les plaques amiloides és el fet desencadenant de la malaltia, 

que condueix al trencament de la comunicació entre cèl·lules (fig. 5). Per tant, 

l’acumulació de cabdells neurofibril·lars, la resposta inflamatòria, la pèrdua i la 

mort neuronal, el dany vascular i la demència associades serien conseqüència de la 

formació d’aquestes plaques (Hardy and Selkoe, 2002). 

 

Tot i així, en els darrers anys han sorgit observacions i fets experimentals que 

qüestionen la implicació de les plaques de βA. Un exemple és que l’acumulació de 

plaques amiloides no és un fet específic de la malaltia sinó que sembla un 

marcador normal d’envelliment (Davies et al., 1988) de tal manera que la 

presència de plaques en persones afectades per la MA seria només un indicador 

d’un envelliment accelerat. 

 

D’altra banda, l’increment de la producció de βA sembla que és causada com a 

resposta a danys del sistema nerviós central com, per exemple, la isquèmia. De fet, 

en una situació d’estrès energètic causat per un dany oxidatiu, la cèl·lula 

incrementaria els seus nivells de βA com a mesura de protecció, ja que βA podria 

actuar com a antioxidant (Cuajungco et al., 2000). Totes aquestes proves i el fet 

que les formes oligomèriques i prefibril·lars que precedeixen a la formació de fibres 

amiloides semblen ser tòxiques (Hartley et al., 1999) han fet revisar la tradicional 

teoria de l’amiloide. 
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Fig 5. Hipòtesi de la cascada de l’amiloide. (Hardy et al. 1997; Selkoe 1997) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
1.2 Encefalopaties espongiformes transmissibles. Prions 
 
1.2.1 Característiques generals de les encefalopaties espongiformes transmissibles 

Les encefalopaties espongiformes transmissibles (EET) són un grup de malalties 

neurodegeneratives associades a un plegament aberrant de la proteïna priònica 

(PrPC) (Prusiner et al., 1998; Prusiner, 1998). Les proteïnes amb plegaments 

aberrants tenen la tendència intrínseca de formar agregats extracel·lulars i 

estructures fibril·lars que poden acabar en la formació de plaques amiloides similars 

a les observades a la MA, la malaltia de Parkinson i altres desordres associats al 

plegament erroni de les proteïnes (Soto, 2003).  

 

Les patologies priòniques han estat àmpliament estudiades durant les darreres 

dècades atès el seu gran impacte econòmic i social. La més coneguda d’aquestes 

malalties és l’encefalopatia espongiforme bovina (BSE), coneguda col·loquialment 

com “malaltia de les vaques boges”, i la malaltia de Creutzfeldt-Jakob (CJD), 
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l’anàloga en humans. Però els desordres priònics inclouen moltes altres patologies 

neurològiques que afecten els humans o els animals com l’insomni familiar fatal, el 

kuru, la síndrome de Gertsmann-Straussler-Scheiker, l’scrapie i la malaltia del 

desgast crònic (Collinge, 2001; Prusiner et al., 1998). 

 

La majoria dels pacients afectats presenten una demència progressiva i irreversible. 

L’aparença macroscòpica dels cervells és pràcticament normal i, a l’igual que en la 

MA, existeixen protocols de diagnosi ben estandarditzats, però és l’examen 

postmortem l’única eina eficaç fins ara per assegurar un bon diagnòstic. Tant en 

humans com en altres animals hi ha unes característiques comunes (fig. 6), com són 

ara la mort i la pèrdua neuronal, amb la consegüent espongiosi, hipertròfia i 

proliferació de l’astroglia, i formació de plaques amiloides, principalment al  

cerebel. Totes aquestes lesions neurològiques condueixen a una pèrdua gradual de 

la funció muscular i una aparició lenta i irreversible de demència, que acaben 

provocant inevitablement la mort del pacient (Budka et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les EET s’agrupen en formes esporàdiques, familiars i infeccioses. La forma 

esporàdica de la malaltia de Cretzfeldt-Jakob és la més comuna en humans, suposa 

entre un 90–95 % dels casos, majoritàriament en individus de més de 60 anys 

Fig 6. Aregats causants pel plegament aberrant i l’agregació de PrPSC; aspecte 
espongiforme que mostra l’anatomia patològica del cervell d’un pacient de 
Cretzfeldt-Jakob. 
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(Abid and Soto, 2006). Tots els casos familiars descrits son deguts a mutacions al 

gen que codifica per la proteïna priònica (Prnp) (Collinge, 2001). La severitat i 

l’edat d’aparició de la malaltia depenen de la posició i del tipus de mutació 

(Prusiner and Scott, 1997). 

 

Les formes infeccioses de la malaltia representen menys d’un 1 % dels casos, 

malgrat que la incidència d’aquestes formes és baixa, son les que han tingut unes 

repercussions econòmica i social més grans tant a Europa com als Estats Units.  

 

1.2.2 Prions 

Des del final dels anys 60 diferents malalties han estat agrupades sota el nom 

d’encefalopaties espongiformes transmissibles (EET), fent referència a l’evolució 

lenta i irreversible i a la característica espongiosi cerebral trobada en els individus 

afectats, i que acaba amb la mort, i la possibilitat de transmissió de la malaltia. Una 

vegada descobert el caràcter infecciós i transmissible d’aquestes malalties, els 

investigadors van començar la cerca de l’agent infecciós responsable. 

Concretament, T. Alper i J.S. Griffith, van suggerir de manera independent la 

possibilitat de l’existència d’un agent infecciós sense naturalesa d’àcid nucleic i 

capaç de causar i transmetre malalties. Però no va ser fins al 1982, que S.B. 

Prusiner (Supattapone et al., 2000) va aconseguir aïllar i purificar l’agent infecciós 

responsable d’aquestes patologies, i va introduir el terme prió (proteïnaceous 

infectius particle) per diferenciar el nou agent infecciós d’altres agents patògens 

com els virus, els viroides, els bacteris, els fongs o els paràsits. 

 

La proteïna priònica, identificada originàriament en ratolins infectats amb tremolor 

ovina o scrapie, està codificada per un gen cromosòmic de còpia única. Aquest gen 

està altament conservat i s’ha identificat en més de 30 espècies de mamífers 

(Chesebro et al., 2005; Oesch et al., 1985). 

 

El prió és una glicoproteïna de membrana que s’expressa normalment en totes les 

cèl·lules del teixit nerviós, i de la qual se’n coneixen dues isoformes: la forma 
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cel·lular (PrPC), que és la forma present normalment en les neurones, i la forma 

patògena (PrPSC), que és la forma aberrant causant de la malaltia, anomenada així 

perquè va ser descoberta en animals afectats per la malaltia scrapie. PrPC i PrPSC 

comparteixen la mateixa seqüència polipeptídica, només difereixen en les seves 

estructures secundària i terciària (fig. 7). 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La teoria priònica proposada per Prusiner suposa l’existència de dues maneres 

diferents de plegament per a una mateixa seqüència polipeptídica i, a més, el 

replegament de la PrPC per acció de la PrPSC implica un flux d’informació d’una 

proteïna a una altra al nivell d’estructura terciària i sense la participació d’àcids 

nucleics, contradient clarament el dogma central de la biologia. 

 

La funció biològica de la proteïna priònica encara roman desconeguda. Sembla 

que la seva presència en el sistema nerviós central pot estar relacionada amb la 

supervivència de les neurones de Purkinje (Bueler et al., 1992; Sakaguchi et al., 

1996). 

 

Fig 7. A l’esquerra es representa l’estructura secundària de PrPC, la forma cel·lular, 
rica en hèlix α. A la dreta es veu PrPSC amb una estructura secundària formada 
majoritàriament per fulla legada beta. 
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1.2.3 Estructura i propietats de PrpC i PrpSC 

A mitjan els anys 80 es va caracteritzar el gen que codifica per la proteïna priònica, 

com també es van dur a terme nombrosos estudis estructurals i bioquímics que van 

rebel·lar els fascinants aspectes de la biologia priònica (Oesch et al., 1985) (Basler 

et al., 1986).  

Una de les particularitats més sorprenents de la proteïna priònica és que pot ser 

plegada, com a mínim, en dues conformacions: la proteïna normal PrPC i la 

conformació patològica PrPSC. Totes dues isoformes tenen la mateixa seqüència 

aminoacídica i no s’ha demostrat que pateixin cap canvi posttranscripcional (Stahl 

et al., 1987). El canvi estructural de PrPC a PrPSC consisteix en una alteració dràstica 

de l’estructura i de les propietats bioquímiques de la proteïna (Cohen and Prusiner, 

1998). (Cobb and Surewicz, 2009) 
 

La PrPC és una cadena polipeptídica de 250 aminoàcids, depenent de l’espècie, en 

la qual hi ha una seqüència senyal de 22 residus a l’extrem N-terminal, una sèrie 

de repeticions d’un octapèptid PHGGGWGQ, quatre segments molt conservats en 

les posicions 109-122, 129-140, 178-191 i 202-218, i una regió hidrofòbica C-

terminal d’unió a la membrana a través d’un glicofosfatidilinositol (Schatzl et al., 

1995; Yehiely et al., 1997). És sensible a proteases i està formada per quatre zones 

d’estructura secundària anomenades H1, H2, H3 i H4, on s’identifiquen tres hèlixs 

α i dues fulles β. Respecte al metabolisme cel·lular de PrPC, estudis de translocació 

in vitro posen de manifest tres formes topològiques de PrP: una forma de secreció 

i dues formes transmembrana que difereixen en la seva orientació. La forma de 

secreció és transportada en vesícules de secreció a la superfície cel·lular, on s’uneix 

a la membrana a través de glicofosfatidilinositol i s’acumula preferentment en els 

dominis rics en colesterol o rafts lipídics (Stahl et al., 1987; Taraboulos et al., 

1992), igual que APP. 

 

A les patologies priòniques, PrPC és transformada posttraduccionalment en una 

isoforma anomenada PrPSC (Hsiao and Prusiner, 1991; Yehiely et al., 1997). 

Aquesta conversió, que té lloc en caveoles i rafts, es caracateritza per un canvi 
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dràstic en les propietats fisicoquímiques de la molècula (Caughey and Raymond, 

1991; Taraboulos et al., 1992; Yehiely et al., 1997).  

 

PrPC és soluble en detergents mentre que PrPSC forma uns agregats insolubles. PrPC 

és alliberada de la membrana en forma soluble per digestió amb fosfolipasa C 

específica de fosfatidilinositol, mentre que PrPSC no és susceptible a l’acció 

enzimàtica i necessita d’un tractament desnaturalitzant previ per poder eliminar 

glicofosfatidilinositol. PrPC és sensible a l’acció de preoteases, però PrPSC 

experimenta una proteòlisi limitada que dóna lloc a una forma truncada en el seu 

extrem N-terminal, anomenada PrP27-30. Aquesta forma manté la capacitat 

infecciosa (Caughey and Raymond, 1991) (Soto and Estrada, 2008) i és el nucli 

resistent a les proteases (Hope et al., 1986; Supattapone et al., 2000).  De fet, és el 

principal component trobat en les plaques amiloides presents en cervells 

d’individus afectats. 
 

Les modificacions posttraduccionals de  naturalesa covalent no semblen ser la 

causa directa del procés de conversió ja que el procés té lloc en dominis específics 

de membrana, com rafts i caveoles (fig. 8), on les proteïnes unides a 

glicofosfatidilinositol tendeixen a ancorar-se (Taraboulos et al., 1995). D’altra 

banda, la glicosilació determina el trànsit intracel·lular de la proteïna (Supattapone 

et al., 2000). 

 

Els estudis espectroscòpics han permès establir que l’estructura secundària de PrPSC 

solubilitzada amb detergents, a diferència de la PrPC, presenta majoritàriament 

fulles β intermoleculars capaces de formar fibres amiloides (Caughey and 

Raymond, 1991; Pan et al., 1993) (Soto et al., 2006). Aquesta dualitat 

conformacional hèlix-α/fulla β sembla que està localitzada principalment a la regió 

106–126, la qual produeix gran neurotoxicitat en forma de pèptid sintètic (Forloni 

et al., 1993b; Gasset et al., 1992).   
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Fig 8. Model de formació de fibres i plaques amiloides derivades del 
plegament aberrant, insolubilització i acumulació de PrPC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.4 Models de conversió de PrPC en PrPSC 

El mecanisme mitjançant el qual es propaguen els prions no es coneix exactament. 

Tot i que alguns investigadors segueixen postulant la necessitat d’un àcid nucleic 

específic de prions, no hi ha prou evidències físiques ni químiques que en 

demostrin l’existència. En cas que existís, caldria esperar que l’àcid nucleic dirigís la 

replicació dels prions a través d’un mecanisme semblant al dels virus. 

 

La multiplicació de la infectivitat dels prions és un procés exponencial que implica 

obligatòriament la conversió posttraduccional de PrPC a PrPSC, un canvi 

conformacional en l’estructura de la proteïna, que pot ser induït per canvis en el 

microambient cel·lular, com per exemple, el pH o la concentració de cations 

divalents (Bueler et al., 1993). La participació de PrPC endògena en la conversió 

cap a la forma aberrant ha estat clarament demostrada en treballs amb models 

animals: els ratolins knock-out per al gen de PrP presenten resistència a la malaltia i 

són incapaços de produir noves partícules infeccioses (Hsiao and Prusiner, 1991); 

en canvi, en els ratolins normals la producció de prions augmenta 
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espectacularment durant la fase d’incubació. El nivell d’expressió de PrPC és 

directament proporcional a la velocitat de formació de PrPSC i, per tant, 

inversament proporcional a la durada del temps d’incubació. Aquests resultats han 

portat a pensar que PrPSC és capaç de replicar-se a si mateixa a expenses de PrPC. El 

procés de propagació del prió comença amb la interacció de la PrPSC exògena amb 

PrPC o una forma parcialment desnaturalitzada PrP* (Costa et al., 1997; Scott et 

al., 1989). El reconeixement de PrPSC té lloc a través de la regió 96-167, i és 

necessària però insuficient la identitat de la seqüència (Bueler et al., 1993; Telling 

et al., 1995). D’altra banda, mutacions puntuals i variacions en la longitud de la 

cadena polipetídica de PrPC i/o alteracions metabòliques poden desencadenar 

situacions patològiques (Hsiao et al., 1989; Westaway et al., 1994). 

 

Tot i aquestes premisses experimentals, encara es desconeix com PrPSC és capaç 

d’induir el canvi conformacional a PrPC. D’aquesta manera s’han proposat tres 

models per al procés de propagació de PrPSC (Abid and Soto, 2006). 

 

El model de “polimerització nucledada per condensació” proposa que el PrPSC 

monomèric existeix en equilibri amb PrPC (fig. 9) (Jarrett et al., 1993; Kocisko et 

al., 1994). PrPSC monomèric representaria una forma poc abundant i transitòria de 

PrP i només s’estabilitzaria formant agregats ordenats. Els oligòmers estabilitzats 

actuarien com a nucli per l’addició de més PrPSC monomèric, formant polímers. 

Una vegada format el nucli, tindria lloc un procés autocatalític, de manera que el 

nucli creixeria per addicions successives i ràpides de noves molècules de PrPC. 

 

El model de “desnaturalització–renaturalització catalitzada” (Cohen and Prusiner, 

1998) postula que el canvi conformacional és l’etapa limitant del procés ja que 

implica una desnaturalització i renaturalització de la cadena polipeptídica. PrPC és 

el substrat de la reacció i PrPSC és el producte, de tal manera que la velocitat de 

reacció depèn de la concentració de PrPC i és inversament proporcional al temps 

d’incubació. En aquesta reacció, PrPSC actuaria com un efector al·lostèric, regulant 

la conversió de PrPC a PrPSC, i qualsevol anàleg de substrat, com per exemple, una 
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molècula de PrPC de diferent espècie, retardaria la conversió i actuaria com un 

inhibidor competitiu. En aquest model Prusiner proposa una interacció directa 

entre totes dues isoformes (fig. 9) de manera que es formaria un intermediari 

heterodimèric PrPC-PrPSC que, fins ara, no ha estat possible de detectar (Koster et 

al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

La clau del model de nucleació assistida (Abid and Soto, 2006) és la formació d’un 

intermediari estructural (PrP*) després de la unió de PrPC a un factor de conversió. 

Aquesta conformació intermediària permetria dur a terme i mantenir els profunds 

canvis estructurals que impliquen la formació de PrPSC. L’existència d’intermediaris 

ha estat postulada en nombrosos estudis (Apetri et al., 2004; Apetri and Surewicz, 

Fig 9. Models proposats per al procés de propagació de PrPSC. A) Model de 
desnaturalització renaturalització catalitzada. B) Model de polimerització nucleada 
per condensació. C) Model de nucleació assistida. 
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2002). Aquests intermediaris s’han descrit en condicions d’alteració de la solució, 

per exemple, amb la presència d’ions metàl·lics o canvis de pH (Glockshuber, 

2001). Tanmateix, la importància d’aquests intermediaris encara s’ha d’establir. 

 

2. NEURODEGENERACIÓ PATOLÒGICA I ESTRÈS OXIDATIU 
 
2.1 Neurodegeneració patològica i estrès oxidatiu 
 
Les malalties neurodegeneratives, com la malaltia d’Alzheimer, la malaltia de 

Parkinson, la malaltia de Huntington i la isquèmia es caracteritzen per la pèrdua i 

la disfunció de grups de neurones. La disfunció neuronal no necessàriament ha de 

ser la conseqüència de la mort neuronal, també pot ser deguda a la pèrdua 

sinàptica, a l’alteració de la potenciació de llarg termini LTP o la disrupció de la 

senyalització neuronal com a conseqüència de la patologia. Aquests fets 

generalment precedeixen la pèrdua neuronal en les malalties neurodegeneratives 

(Bredesen et al., 2006). L’envelliment és un dels factors determinants en aquestes 

malalties, la qual cosa suggereix que l’acumulació d’estressants neuronals al llarg 

del temps causen mort cel·lular. Malgrat tot, durant l’envelliment normal hi ha 

una pèrdua relativament petita de neurones, que contrasta amb un alt grau de 

mort neuronal en les malalties neurodegeneratives (Yankner et al., 2008).  

 

L’estudi de la mort neuronal en malalties neurodegeneratives és complicat. Gran 

part de les evidències de què disposem provenen d’estudis realitzats amb teixits de 

pacients postmortem. Aquestes evidències són difícils d’acumular atesa la lenta 

evolució d’aquetes malalties, que fa que només una minúscula part de les cèl·lules 

es trobin en procés de mort en el moment del decés del pacient. Com la mort 

cel·lular s’ha donat durant molts anys, les cèl·lules en estat de mort en aquest 

moment només són les que han mort recentment. Normalment aquests teixits són 

representatius dels últims estadis de la malaltia, moment llunyà del moment ideal 

per tractar els pacients i prevenir la mort neuronal. Habitualment les cèl·lules 
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presenten senyals mixts i són difícilment classificables en un tipus de mort o un 

altre.  

2.1.1 Mecanismes de la mort cel·lular en neurones 

Malgrat que es reconeix que en les malalties neurodegeneratives hi ha mort 

neuronal, la manera en què moren les cèl·lules continua sent incerta. Hi ha un 

conjunt de vies reconegudes en les quals les cèl·lules neurals poden morir, incloent-

hi l’apoptosi, la necrosi, la mort cel·lular autofàgica (ACD) i l’excitotoxicitat. Altres 

vies de mort cel·lular com l’oncosi i la paraptosi no han estat estudiades en 

neurones, i el paper d’aquests tipus de mort en neurodegeneració és desconegut, 

en gran manera per la manca de marcadors específics. 

 

a) La necrosi: és una forma aguda de mort cel·lular. Es caracteritza per la pèrdua 

d’ATP i dissipació dels gradients iònics, que fan que es perdi l’homeòstasi iònica i 

provoca l’inflament de les cèl·lules per l’entrada d’aigua i la lisi cel·lular (fig. 10). 

Morfològicament la cèl·lula necròtica s’identifica principalment perquè ha perdut 

la integritat de la membrana plasmàtica i manté la membrana nuclear (Brown and 

Brierley, 1972). La necrosi causa inflamació de les regions properes com a 

conseqüència de l’alliberació del contingut cel·lular al medi extracel·lular. La mort 

cel·lular per necrosi es dóna habitualment com a causa d’un estrès cel·lular sever 

com per exemple elevats nivells de toxines. La necrosi és una mort cel·lular no 

programada, en la qual no hi ha cap via bioquímica identificable, i un cop iniciada 

no ofereix molt potencial terapèutic ja que és un fenomen agut. 

 

b) L’apoptosi: és un tipus de mort cel·lular programa en la qual te lloc un procés 

actiu de síntesi de novo de proteïnes (Kerr et al., 1972). Els components necessaris 

per a la senyalització apoptòtica estan codificats genèticament, i romanen inactius 

fins que determinats estímuls deleteris els activin. Per contrast amb la necrosi, es 

caracteritza per manteniments de l’ATP cel·lular i per l’inici de les vies 

bioquímiques que porten a l’encongiment cel·lular, la condensació de la cromatina 

i la formació de cossos apoptòtics i, finalment, la fagocitosi d’aquestes partícules. 

No està associada ni a lisi cel·lular ni a inflamació. A diferència de la cèl·lula 



                                                                                                                           Introducció 

 26 

Fig 10. Esquema representatiu de les alteracions principals que tenen lloc en els 
processos de mort cel·lular necròtica (panell superior) i apoptòtica (anell 
inferior). 

necròtica, l’apoptòtica manté intacta la seva membrana plasmàtica fins a les 

últimes etapes de la mort. Es podria interpretar que l’organisme pren la decisió que 

algunes cèl·lules s’autodestrueixin per evitar que alliberin el seu contingut 

intracel·lular per minimitzar el dany. Bioquímicament, l’apoptosi està associada 

amb l’activació de proteases caspases que inicien la via de les caspases activant 

l’efector de caspases (fig. 10). L’efector de les caspases talla una gran varietat de 

substrats de proteïnes i causa la degradació i la mort cel·lular (Stroh and Schulze-

Osthoff, 1998). Hi ha com a mínim dues vies ben caracteritzades en les quals 

l’activació de les caspases s’inicia en mamífers. Aquestes són la via intrínseca (o 

mitocondrial) i la via extrínseca (el receptor de mort). 
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c) L’excitotoxicitat: és una mort particular de les neurones, que és causada per un 

excés d’activació del subreceptor de glutamat NMDA. Aquest tipus de mort té lloc 

com a conseqüència de la manca d’ATP produïda durant el procés d’isquèmia.   

La pèrdua d’ATP produeix la despolarització de les neurones, estimula 

l’alliberament de neurotransmissors i impossibilita els sistemes de recaptació de 

neurotransmissor acoblats a ATP.  Hi ha una discussió oberta sobre si 

l’excitotoxicitat pot ser considerada com un tipus de mort en part perquè està 

lligat amb l’activació tant de la necrosi com de l’apoptosi. Per exemple, 

experiments in vitro mostren que el glutamat pot causar tant necrosi com apoptosi 

(Bredesen et al., 2006). 

 

 d) L’autofàgia: és el mecanisme primari pel qual les orgànuls cel·lulars, els agregats 

de proteïna i algunes proteïnes es degraden a la cèl·lula. També pot ser una causa 

de mort coneguda com a mort cel·lular per autofàgia ACD deguda a una excessiva 

autofàgia (Nicholls et al., 1999). L’ACD té una morfologia particular que inclou 

reducció dels orgànuls, vacuolació del citoplasma i disrupció de la membrana, que 

comporta un inflamació local (Hornung et al., 1989). Malgrat l’autofàgia està 

habitualment associada a condicions de deprivació, on juga un paper 

prosupervivència proveint la cèl·lula d’aminoàcids i altres macromolècules, s’han 

detectat marcadors d’autofàgia en processos de mort cel·lular.  

 

2.1.2 Relació entre diferents tipus de mort cel·lular 

Molts estímuls de mort cel·lular poden induir més d’un model de mort depenent 

de les condicions, de la severitat de l’estímul estressant, de la seva duració, de 

l’estat de la cèl·lula en el moment de produir-se agressió sobretot pel que fa al 

nivell redox i de la integritat mitocondrial. Alguns investigadors proposen que 

existeix un continuum entre els mecanismes de mort cel·lular en la mort isquèmica 

i excitotòxica, amb l’apoptosi i la necrosi en els extrems oposats d’una escala que 

incorpora algunes però no totes les característiques ni de la necrosi ni de l’apoptosi 

(Cheung et al., 1998; Portera-Cailliau et al., 1997a; Portera-Cailliau et al., 1997b). 
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De fet, algunes toxines com el glutamat poden induir tant la necrosi com 

l’apoptosi. 

 

Malgrat que clàssicament s’han presentat la necrosi i l’apoptosi com dos processos 

amb diferències morfològiques i bioquímiques clares, en els últims anys han 

aparegut evidències que algunes cèl·lules presenten morfologies intermèdies, i fins i 

tot s’han trobat mecanismes moleculars que només s’atribuïen a l’apoptosi, que  

juga un paper destacat en la mort necròtica (Cole and Perez-Polo, 2002; Fujikawa 

et al., 2002; Hou and MacManus, 2002; Moroni et al., 2001). El 2003, Jaeschke i 

Lemasters van definir el terme necroapoptosi per definir el fenotip intermedi que 

van trobar en cèl·lules hepàtiques després de la isquèmia (Jaeschke and Lemasters, 

2003). A més a més, hi ha altres treballs que vinculen els dos tipus de mort 

(Schwab et al., 2002). Per tant, a l’hora d’estudiar algun d’aquests processos no 

hem d’oblidar que no es tracta de compartiments aïllats sinó que poden haver 

situacions intermèdies i/o que poden ser processos interrelacionats. 

 
2.2 Estrès oxidatiu en les malalties neurodegeneratives 
 
L’estrès oxidatiu es defineix com el balanç entre els processos bioquímics que 

porten a la producció d’espècies reactives de l’hidrogen (ROS) i els responsables de 

la seva eliminació, també anomenats cascada d’antioxidants. La  investigació 

durant les últimes dècades ha parat atenció a aquest tipus d’estrès atesa la seva 

àmplia implicació en un gran nombre d’estats patològics i més notablement en els 

que incrementen la seva incidència amb els anys. És més, la teoria de la implicació 

dels radicals lliures en l’envelliment (Harman, 1981) és un dels principis centrals 

pels quals entenem els canvis bioquímics que tenen lloc al llarg de la vida.  

 

Els ROS produeixen danys en totes les biomacromolècules (lípids, sucres, proteïnes 

i polinucleòtids), i aquest dany pot portar a la formació de productes secundaris 

que poden ser tan perjudicials com els ROS inicials. El sistema nerviós central és 

particularment vulnerable al dany oxidatiu com a conseqüència de la gran 
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utilització d’O2, la relativament pobra concentració antioxidants clàssics i enzims 

relacionats i l’elevat contingut de lípids poliinsaturats, biomolècules més 

susceptibles a l’oxidació. A més, hi ha elevades concentracions regionals de metalls 

redox actius de transició capaços de generar catalíticament ROS. Per tant, no és 

sorprenent que l’estrès oxidatiu sigui un punt de discussió comú de les malalties 

neurodegeneratives, on el dany de les neurones pot reflectir tant l’increment dels 

processos oxidatius com la disminució de les defenses antioxidants. 

 
L’estrès oxidatiu és una condició del dany cerebral associada a processos aguts 

(com l’infart cerebral o el traumatisme encefàlic) i també a malalties 

neurodegeneratives (com la malaltia d’Alzheimer o la malaltia de Parkinson). La 

causa és la generació i l’acumulació d’espècies reactives de l’oxigen (ROS) i espècies 

reactives del nitrogen (RNS) (Mangialasche et al., 2009). Aquestes espècies poden 

ser molècules amb radicals lliures o no, i poden reaccionar amb proteïnes, lípids i 

DNA produint-los l’oxidació i induint danys a la membrana cel·lular i el DNA, 

disfuncions del mitocondri i eventualment mort cèl·lular (Adibhatla and Hatcher, 

2008; Dong et al., 2009; Nunomura et al., 2009; Rao, 2009) L’estrès oxidatiu 

descriu un estat de desequilibri entre la producció i la destoxicació de ROS i RNS 

(Sies, 1991). En condicions normals les cèl·lules són capaces de defensar-se davant 

els danys causats pels ROS i els RNS mitjançant sistemes de defensa potents que 

inclouen estructures bioquímiques (ex. vitamina E) i enzims antioxidants (ex. 

superòxid dismutasa). A més a més, les cèl·lules poden reaccionar davant l’estrès 

oxidatiu ja sigui adaptant respostes destinades a activar mecanismes de reparació o 

si el dany és molt sever induint la mort cèl·lular per apoptosi. 

 

El cervell és particularment vulnerable al dany oxidatiu perquè té grans 

requeriments energètics i un gran consum fisiològic d’oxigen. A més a més, conté 

grans quantitats de metalls de transició que catalitzen la formació de ROS i té uns 

nivells relatius baixos d’antioxidants, com el glutatió, si els comparem amb els 

d’altres teixits de l’organisme (Behl, 2005). En processos d’envelliment normals hi 

ha un desequilibri entre els antioxidants i els prooxidants, que produeix una 
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acumulació de ROS segons l’edat (Ames et al., 1993). Atès que la malaltia 

d’Alzheimer és un desordre associat a l’edat, la implicació dels radicals lliures en 

aquesta patologia està en concordança amb la hipòtesi de la participació dels 

radicals lliures en l’envelliment. Hi ha un gran nombre d’evidències experimentals i 

histopatològiques que suporten el paper de l’estrès oxidatiu en l’etiologia i la 

patofisiologia de la malaltia d’Alzheimer (Behl, 2005; Miranda et al., 2000; 

Moreira et al., 2009; Pratico, 2008). 

 
 

2.2.1 Estrès oxidatiu en l’etiologia i la patofisiologia de la malaltia d’Alzheimer 

Agents oxidants i productes oxidatius, com el peròxid d’hidrogen (H2O2) o el 4-

hidroxi-2-transnonenal (4-HNE), tenen capacitat demostrada d’incrementar els 

nivells intracel·lulars i secretats d’βA en cèl·lules neuronals i no neuronals 

(Frederikse et al., 1996;Misonou et al., 2000;Paola et al., 2000). H2O2 incrementa 

l’expressió del gen de la β-secretasa1 (BACE1) de manera dosi i temps dependent, 

cosa que es tradueix en un increment de βA1-40 i βA1-42 secretades en cèl·lules HEK 

293 que sobreexpressen BACE1 (Tong et al., 2005). Més sorprenentment, 

l’expressió i l’activitat de la BACE1 és incrementada per prooxidants com el H2O2 a 

través de la producció de 4-HNE en neurones (Tamagno et al., 2002). El 

pretractament amb antioxidants com el α-tocoferol o la dehidroepiandrosterona 

(DHEA) reverteix l’expressió, els nivells de proteïna i d’activitat de la BACE1 

induïts per estrès oxidatiu en cèl·lules NT2 (Tamagno et al., 2003; Tamagno et al., 

2002).  

 

S’han descobert nombrosos factors que alteren l’homeòstasi de l’oxigen de manera 

directa o indirecta (fig. 11). De tota manera, βA per si mateixa és una de les majors 

fonts de radicals lliures del cervell. Molts estudis han demostrat que βA genera 

H2O2  a través de reducció d’ions metàl·lics concomitantment amb la formació de 

TBARS (substàncies acidoreactives tiobarbitúriques) (Huang et al., 1999). Estudis in 

vitro han demostrat la implicació de l’estrès oxidatiu en la citotoxicitat mediada 

per βA en neurones (Behl, 1997) i cèl·lules vasculars (Munoz et al., 2005) mentre 
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que la vitamina E i altres antioxidants protegeixen davant de la citotoxicitat 

causada per βA. 

 

Dues teories expliquen com les fibres de βA poden induir la formació de radicals 

lliures d’oxigen. L’una proposa que l’oxidació de la metionina 35 de l’ βA1-42 és el 

mediador de l’estrès oxidatiu induït per radicals lliures en el cervells de pacients 

amb MA (Butterfield and Bush, 2004). L’altra proposa que és la tirosina 10 de l’βA 

la que té un paper clau en la producció d’H2O2 (Barnham et al., 2004). L’agregació 

d’βA indueix la generació de radicals lliures de manera metal·locatalítica que 

contribueix amb l’entrecreuament (crosslinking) d’βA, l’increment de la producció 

d’oligòmers i fibres d’βA. Aquests oligòmers tenen per ells mateixos capacitat 

citotòxica quan interactuen amb RAGE, i indueixen l’increment dels ROS 

intracel·lulars i, en conseqüència, l’activació de NF-κβ (Yan et al., 2000), o 

mitjançant altres mecanismes amb l’activació de les MAPKs. Els radicals lliures 

provoquen lesions en els àcids nucleics, a les proteïnes de la membrana, produint 

residus carbonil i nitration de proteïnes i produint la lipoperoxidació de la 

membrana (Mark et al., 1997).  

 

A més a més, l’alteració del metabolisme de l’energia és una característica 

primerenca i predominant de la MA. Els mitocondris danyats produeixen ATP amb 

menys eficiència però en canvi produeixen ROS amb molta més eficiència 

(Harman, 1996; Miranda et al., 2000). βA també interromp l’homeòstasi cel·lular 

perjudicant la funció de les proteïnes reguladores de membrana. L’afectació de la 

funció de l’ATPasa, i l’activació dels receptors NMDA juntament amb el dany 

mitocondrial produeixen un increment dels nivells de calci intracel·lular que afegit 

al dany de lípids, proteïnes i DNA desencadena l’apoptosi cel·lular (Miranda et al., 

2000). També s’ha demostrat que βA1-40 i βA1-42 down regulen “bcl-2”, una 

proteïna antiapoptòtica clau, mentre βA1-42 upregula “bax” una coneguda 

proteïna que promou la mort cel·lular per apoptosi (Paradis et al., 1996). 

 

 



                                                                                                                           Introducció 

 32 

Fig 11. Toxicitat mitjançada per βA. βA produeix dany oxidatiu que porta a la mort 
cel·lular. Els radicals lliures indueixen peroxidació a la membrana produint lesions en 
els lípids i en les proteïnes, alterant l’homeòstasi cel·lular, alterant la funció de  
l’ATPasa i dels receptors i les vies de senyalització de les Map quinases. Amb la 
producció de radicals lliures es fan lesions en l’RNA i el DNA. Tot això desencadena 
l’alteració de l’homeòstasi del calci, cosa que potencia l’apoptosi. Les fibres de βA 
també activen la microglia que al mateix temps incrementen la producció de radicals 
lliures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2 Mecanismes antioxidants 

La rellevància de l’estrès oxidatiu no tan sols en l’etiologia sinó també en la 

progressió de la malaltia d’Alzheimer ha obert la possibilitat de l’ús d’antioxidants    

com a tractament d’aquesta malaltia. Els antioxidants són molècules o compostos 

que actuen com col·lectors de radicals lliures. El mecanisme cel·lular de protecció 

contra el dany causant per l’estrès oxidatiu implica antioxidants enzimàtics i no 

enzimàtics com la superòxid dismutasa (SOD), el sistema del glutatió, la catalasa, 

sistemes de la tioredoxin reductasa, les peroxidoxines (Prx), el glutaredoxin (Grx), 

la glutatió-S-transferasa, les vitamines i els estrògens. 
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a) Enzims antioxidants 

La superòxid dismutasa (SOD) és el major sistema de defensa contra l’anió 

superòxid O2
- en totes les cèl·lules vasculars, de fet, la rellevància del paper 

protector en l’àmbit vascular va ser primerament evidenciat per l’observació del 

dany induït a l’endonteli per βA i era previngut per l’enzim SOD (Crawford et al., 

1997; Thomas et al., 1996; Thomas et al., 1997). La SOD catalitza el pas d’O2
- a O2 

i H2O2 en la reacció (I). L’H2O2 és posteriorment descomposta per altres enzims 

antioxidatius.  

 

(I) 2H+ + O2
- → H2O2 + O2 

 

El sistema del glutatió inclou glutatió, glutatió reductasa i glutatió peroxidasa. 

Aquest sistema és la major defensa a nivells baixos d’estrès oxidatiu i és considerat 

un dels enzims implicats en la hidròlisi de peròxid més importants al cervell. La 

glutatió peroxidasa catalitza el pas d’H2O2 i lípid peroxides a aigua i lípid alcohols, 

respectivament, utilitzant glutatió (GSH) com a cosubstrat (II). Després de ser 

oxidat, el GSH actiu és regenerat per l’acció de la glutatió reductasa (III). 

 

 

(II) H2O2 + 2 GSH → GSSG + 2 H2O 

(III) GSSG + NADPH + H+ → 2GSH + NADP+ 

 

La catalasa catalitza la conversió d’H2O2 en aigua i oxigen molecular (IV). La 

catalasa també juga un paper secundari en la detoxificació de fenols i alcohols (V). 

És molt efectiva en nivells alts d’estrès oxidatiu i protegeix la cèl·lula de l’H2O2 

produït al seu interior. S’ha demostrat que la catalasa bloqueja la toxicitat d’Aβ 

(Behl et al., 1994). 

 

(IV) 2 H2O2 → 2 H2O + O2 

(V) H2O2 + R’H2 → R’ + 2 H2O2 

 



                                                                                                                           Introducció 

 34 

Altres sistemes enzimàtics importants que contribueixen en la defensa antioxidant 

són el sistema de la tioredoxina, Prx, Grx, també com les glutatió-S-transferases. La 

tioredoxina (Trx) i la Grx juguen un paper important en la regeneració de 

proteïnes per la reducció de pont disulfur produït sota condicions d’estrès oxidatiu 

(Chae et al., 1999). Prx té un paper importat eliminant H2O2 generada durant el 

mecanisme cel·lular utilitzant electrons del Trx. Els nivells proteics de Prx-I i Prx-II 

estan significativament incrementats en la malaltia d’Alzheimer i confereixen 

protecció davant la mort neuronal, tot i així Prx-III, que és una proteïna 

mitocondrial està significativament reduïda d’acord amb el dany mitocondrial 

(Kim et al., 2001). La glutatió-S-transferasa reacciona amb peròxids orgànics de 

GSSG i amb els alcohols respectius. La glutatió-S-transfecrasa és important en la MA 

i està implicada en la detoxificació de 4-HNE (Goon et al., 1993). 

 

b) Antioxidants no enzimàtics 

Les molècules antioxidants com la vitamina E, el 17β-estradiol (E2) o la melatonina 

contribueixen a la defensa antioxidant (Isaac et al., 2008). Les propietats 

antioxidants de la vitamina E, E2 i la melatonina són degudes a la unió OH a 

l’anell mesomèric capaç de reaccionar amb els radicals lliures per formar productes 

innocus.  

 

 

3. SISTEMA COLINÈRGIC I MALALTIA D’ALZHEIMER 
 

L’estratègia terapèutica basada en la hipòtesi colinèrgica constitueix el principal 

punt d’intervenció farmacològica en la MA (Minger et al., 2000) (Thathiah and 

De, 2009). Si bé en un nivell experimental, l’administració d’agonistes 

muscarínincs i nicotínics ha donat lloc a millores de la funció del sistema colinèrgic 

i a disminucions de la simptomatologia associada a la MA (Dani, 2001; Fisher et 

al., 2003; Lazareno et al., 2002; Woodruff-Pak and Santos, 2000). Tanmateix, els 

IAChE, representen actualment l’estratègia terapèutica que millors resultats ha 
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proporcionat. A continuació es discuteix de forma detallada el paper de les 

diferents dianes colinèrgiques en el tractament de la MA. 

 

3.1 Els receptors muscarínics 

 

S’han descrit cinc tipus de receptors muscarínincs, del M1 al M5, tots ells del tipus 

metabotròpic acoblats a proteïnes G amb una localització i una funció específiques 

(fig. 12)(Rang et al., 2003a). Dels cinc subtipus de receptors muscarínincs, els M2 i 

els M3 participen en la major part de les respostes perifèriques, malgrat els M2 es 

localitzen també al nivell central. Els receptors M1 són els més abundants en el 

sistema nerviós central. Aquests receptors es troben localitzats preferentment en el 

neocòrtex, l’hipocamp, la substància nigra i l’estriat en particular i en àrees 

cerebrals associades a processos de memòria i cognició en general. Això ha 

potenciat la cerca de fàrmacs agonistes amb un elevat índex de selectivitat enfront 

dels receptors muscarínincs M1 (Bartolomeo et al., 2000; Lazareno et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 12. El receptor muscarínic pertany al grup dels receptors metabotròpics acoblats 
a proteïna G. Consta de set dominis transmembranals i té una localització i funció 
específiques. 



                                                                                                                           Introducció 

 36 

Mentre els receptors M1 són majoritàriament de tipus presinàptic i estimulen 

l’alliberació de diferents neurotransmissors, els receptors de tipus M2 que actuen 

com autoreceptors, estan localitzats a un nivell presinàptic i exerceixen un efecte 

de retroalimentació negativa sobre l’alliberament d’ACh (Bartolomeo et al., 2000; 

Rang et al., 2003a). La distribució de la resta de receptors muscarínics sembla que 

és més limitada i que les seves funcions no són tan conegudes. 

 

En la malaltia d’Alzheimer els receptors M1 es mantenen inalterats, mentre que els 

receptors M2, sobretot en l’àmbit frontal, mostren una reducció significativa  

quant al nombre (Dekosky and López, 1998). Per contra, s’ha observat que alguns 

pacients amb MA, de manera excepcional, mostren una sobreexpressió dels 

receptors muscarínincs M2 al còrtex frontal i el còrtex temporal (Lai et al., 2001). 

En aquests casos s’ha descrit una simptomatologia psiquiàtrica associada a la 

malaltia. Com a conseqüència de l’administració d’antagonistes muscarínics M2 

poden reduir la simptomatologia psicòtica en aquests pacient (Bodick et al., 1997). 

 

Els receptors M1 s’han relacionat amb els tres aspectes més rellevants en la 

fisiopatologia de la MA: a) la deposició del pèptid βA (Pakaski and Kalman, 

2008); b) la hiperfosforilació de la proteïna τ i posterior formació de cabdells 

neurofibril·les i c) la pèrdua de la funció cognitiva per alteració colinèrgica (Fisher 

et al., 2003;Login, 1997). Així,  s’ha demostrat que els agonistes M1 incrementen la 

secreció de l’APP degut a l’activació de la α-secretasa i la inhibició de la via de la γ-

secretasa, reduint d’aquesta manera la formació de βA, millorant la funció 

cognitiva en models animals (Fisher et al., 2000; Fisher et al., 2003). Els agonistes 

M1, poden, també, inhibir l’activitat neurotòxica de la βA bloquejant la capacitat 

que té dita proteïna per activar enzims relacionats amb importants funcions 

cel·lulars i que poden induir la mort neuronal (Fisher et al., 2003; Gu et al., 2003; 

Hock et al., 2003) (Fisher, 2008a). 
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Existeix un nou grup de fàrmacs al·lostèrics que s’uneixen en un lloc diferent del de 

l’ACh en el receptor muscarínic, incrementant l’afinitat o l’eficàcia del 

neurotransmissor per aquest receptor muscarínic (Lazareno et al., 2002). Malgrat 

això, l’eficiència real dels agonistes muscarínics en els pacients de MA queda per 

determinar (Messer, Jr., 2002). 

 

A més a més dels agonistes muscarínincs M1, els antagonistes dels receptors M2 

presinàptics podrien, així mateix, representar una opció terapèutica per al 

tractament de la MA atès que el bloqueig de l’activitat d’aquests autoreceptors 

dóna lloc a un increment en l’alliberació d’ACh. S’ha observat, en estudis in vivo 

(Lachowicz et al., 2001), que el compost SCH 72788 indueix un increment de 

l’alliberació d’ACh en cultius cel·lulars de cèl·lules ovàriques d’hàmster (CHOK) 

que expressen receptors muscarínics M2 humans. Això suggereix que els 

antagonistes muscarínics M2 podrien representar una opció terapèutica adequada 

en el tractament del declivi cognitiu observat en la MA. 

 

Un altre fet que recolza la importància dels receptors muscarínics en la MA és que 

l’administració de certs fàrmacs amb activitat antimuscarínica, com els que 

prescriuen en la malaltia de Parkinson per al control dels tremolors, poden induir 

l’aparició de signes de demència en malalts (Perry et al., 2003). Es creu en la 

possibilitat que l’administració d’aquests fàrmacs en pacients de Parkinson, pot 

incrementar la deposició de plaques senils (Perry et al., 2003). 

 

3.2 Els receptors nicotínics 

 

Els receptors nicotínics (fig. 13) són del tipus ionotròpic i estan formats per 

diferents subunitats α, β, δ i γ, sent la subunitat α l’encarregada de reconèixer 

l’antagonista endogen, l’ACh (Rang et al., 2003a). Les diferents subunitats que 

formen el receptor i la seva distribució, determinen el subtipus de receptor i amb 

això les diferents característiques farmacològiques. 
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En l’àmbit del sistema nerviós central, els receptors nicotínics es troben àmpliament 

distribuïts i malgrat que se’n coneix la localització i s’han pogut caracteritzar 

diferents tipus de receptors, en queda encara per determinar de forma més 

detallada la importància en la neurotransmissió colinèrgica i en altres processos 

neuronals. Si bé colocalitzen tant presinàpticament com postsinàptica, en tots els 

casos els receptors nicotínics afavoreixen l’alliberació del neurotransmissor a l’espai 

sinàptic. En la MA s’ha observat que el nombre de receptors nicotínics es redueix 

de forma significativa sigui quina en sigui la localització (Benzi and Moretti, 1998). 

 

Hi ha nombroses dades relacionades amb els receptors nicotínics i el seu paper en 

desordres neurodegeneratius (Martin-Ruiz et al., 1999; Pauly, 1999; Woodruff-Pak 

and Santos, 2000) (Buckingham et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 13. Els receptors nicotínics són del tipus ionotròpic i estan formats per diferents 
subunitats α, β, δ i γ, sent la subunitat α l’encarregada de reconèixer l’antagonista 
endogen, l’ACh (Rang et al., 2003a). Les diferents subunitats que formen el receptor 
i la seva distribució, determinen el subtipus de receptor i amb això les diferents 
característiques farmacològiques. 
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Així, en determinacions postmortem (Levin and Rezvani, 2002), s’ha establert de 

forma clara la disminució de receptors nicotínics en pacients amb MA, malaltia de 

Parkinson i altra classe de demències. A més a més, estudis experimentals fets en 

cultius cel·lulars han demostrat la capacitat neuroprotectora dels receptors 

nicotínics, efecte que sembla estar mediat pel receptor nicotínic tipus α7(Dani et 

al., 2004; Dajas-Bailador et al., 2003; O'Neill et al., 2002). Diversos grups han 

observat un efecte neuroprotector per nicotina en cultius primaris de neurones 

corticals de cervell i estriat (Donnelly-Roberts et al., 1996; Minana et al., 1998). 

Aquests efectes neuroprotectors es van revertir totalment o parcialment en 

presència d’inhibidors dels receptors nicotínics com la mecamilamina o 

l’hexametoni. La protecció induïda pels agonistes nicotínics és concentració i temps 

dependent. 

 

Atesa la rellevant funció d’aquests receptors en els processos de neurotransmissó i 

en l’activitat del sistema colinèrgic, s’han desenvolupat nous compostos amb la 

finalitat d’obtenir alternatives terapèutiques pel tractament de la MA (la relació 

entre els receptors nicotínics α7 i α4β2 en mecanismes de memòria, està 

àmpliament demostrada (Hogg and Bertrand, 2004). En aquest sentit, l’estudi de 

compostos al·lostèrics dels receptors nicotínics amb la fi de potenciar l’acció de 

l’ACh sobre el receptor, sembla que ofereix noves possibilitats terapèutiques (Taly 

et al., 2009). Malgrat existeixen diferents compostos que han demostrat que 

donen lloc a un efecte al·lostèric sobre els receptors nicotínics (Krause et al., 1998; 

Zwart et al., 2000; Zwart and Vijverberg, 1997), els IAChE continuen sent els 

fàrmacs d’elecció en aquest aspecte. Així la galantamina (Geerts et al., 2002), o el 

nefiracetam (Campos et al., 1998; Narahashi et al., 2003), un nou fàrmac 

dissenyat pel tractament de la MA i altres demències, augmenten l’eficàcia de la 

resposta del receptor nicotínic a l’estímul de l’ACh. Això es posa de manifest amb 

un increment del nombre de despolaritzacions induïdes per l’agonista endogen 

(ACh) i en el nombre d’obertures del canal de dit receptor (Dajas-Bailador et al., 

2003). 
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Els tractament experimentals basats en l’administració de fàrmac que potencien 

l’activitat nicotínica, milloren clarament la disfunció cognitiva observada en la MA. 

L’ús d’aquests fàrmacs en altres malalties de similars, en alguns aspectes de la MA, 

tals com l’esquizofrènia, el dèficit atencional i el desordre hiperactiu, també han 

induït una millora en la simptomatologia (Levin and Rezvani, 2002). 

 

A tot això cal afegir que l’estimulació dels receptors nicotínics també està 

relacionada amb una disminució dels dipòsits de plaques senils al SNC, i bloqueja, 

de manera indirecta, l’acció de la γ-secretasa (Utsuki et al., 2002). 

 

3.3 Colinesterases 

 

En els vertebrats hi ha dos tipus principals de colinesterases (ChE), l’AChE i la 

butirilcolinesterasa (BChE). Ambdues són similars en la seva estructura molecular, 

però presenten diferent distribució, especificada de substrat i funcions. Els dos tipus 

consten de subunitats catalítiques globulars que constitueixen les formes solubles 

que es troben al plasma (la BChE) i el líquid cefaloraquidi (la AChE). En altres 

zones, les unitats catalítiques de l’AChE, estan unides a proteïnes de tipus col·lagen 

o glicoproteïnes, mitjançant les quals es fixen a la membrana cel·lular o a la 

membrana basal (Rang et al., 2003a). 

 

En les sinapsis colinèrgiques, l’AChE es pot trobar fixada tant a la membrana basal 

de la fenedura sinàptica com en forma soluble, i té com a funció hidrolitzar l’ACh 

alliberada. La forma soluble també es troba present en el plasma (Tayebati et al., 

2002), i la forma fixada a la membrana, en els eritròcits, on exerceix una funció 

encara desconeguda. 

 

La BChE te una àmplia distribució i es troba en teixits com el fetge, el cervell, el 

múscul llis gastrointestinal i el plasma. És menys específica quant al substrat que 

l’AChE i la seva funció no és del tot coneguda malgrat que actualment es creu que 

el seu paper ha estat infravalorat en considerar que la seva inhibició tan sols 
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produïa efectes colinèrgics perifèrics. Recentment s’ha provat que la BChE té, a 

més a més, una important funció en la hidròlisi de l’ACh en el SNC, la qual cosa 

podria conferir a aquest enzim un paper molt més ampli en la neurotransmissió 

colinèrgica del que es va pensar inicialment (Geula and Darvesh, 2004). 

 

Se sap que el locus actiu de l’AChE conté una serina activa que és part d’una tríade 

catalítica, Glu-His-Ser que no és accessible directament des de la superfície de la 

proteïna sinó que està situat a uns 20 Å de profunditat, al final d’una llarga i 

estreta cavitat denominada gorja catalítica (Szegletes et al., 1998; Szegletes et al., 

1999). Considerant que l’AChE és un dels enzims més ràpids que es coneixen 

(Mendelson et al., 1998), aquest fet és sorprenent ja que semblaria que limitaria el 

pas de substrats. 

 

L’AChE i la BChE difereixen en el volum dels llocs catalític on s’acomoda el 

substrat, sent més gran en el cas de la BChE, la qual cosa explicaria el fet que 

l’AChE hidrolitzi ACh però no la butirilcolina (BCh), mentre que la BChE pot 

hidrolitzar ambdós substrats així com diversos esters més. 

 

L’AChE i la BChE pertanyen al grup d’enzims de les serines hidrolases. El lloc 

catalític (fig. 14) de l’AChE te dues regions diferents: una d’aniònica, que posseeix 

un residu glutamat, i una d’esteràsica, amb un grup imidazole de l’histidina i un 

OH- de la serina, deixant l’enzim acetilat i una molècula lliure de colina. La 

hidròlisi espontània del grup acetil-serina es produeix ràpidament. Els IAChE tenen 

grups bàsics que es fixen al lloc aniònic de l’enzim mentre que altres grups poden 

fixar-se al lloc esteràsic. L’AChE hidrolitza també els IAChE però a una velocitat 

molt lenta de l’ordre de minuts, hores, dies o fins i tot setmanes en funció del 

compost, sent aquesta la base per la seva classificació, en comparació amb la 

velocitat d’hidròlisi de l’ACh que té lloc en mil·lisegons. 

 

Hi ha inhibidors, com el propidium i la toxina fasciculina, que no penetren al lloc 

catalític sinó que s’uneixen al lloc perifèric localitzat a l’entrada de la gorja 
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Fig 14. Estructura de l’AChE. Al dibuix s’observa la situació del lloc catalític on 
s’hidrolitza l’ACh i el lloc parifèric, situat per damunt de l’anterior. 

catalítica (fig. 14). Finalment, alguns inhibidors s’uneixen simultàniament al lloc 

catalític i al perifèric com per exemple el compost bisquaternari BW284c51. 

Ambdós llocs de l’enzim posseeixen residus que contribueixen de forma important 

a la unió dels lligands. 

 

S’han descrit nombroses isoformes de l’AChE, i és la forma globular tetramèrica G4 

unida a membrana la que predomina al cervell (80 %); a més a més, hi ha una 

petita quantitat de la forma monomèrica G1. En la MA es dóna una pèrdua 

selectiva de la forma G4 en zones de l’escorça cerebral i l’hipocamp, que indueix 

una alteració en la proporció de ambdues isoformes i dóna lloc a un predomini de 

la forma G1 (Siek et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sembla que en el procés normal d’envelliment no hi ha una disminució 

significativa en l’activitat de l’AChE en l’escorça cerebral. Tanmateix, en pacients 

amb MA sí que existeix una disminució important en la concentració d’AChE; a 

més, la proporció AChE/BChE es veu, a si mateixa, alterada durant el progrés de la 

malaltia. S’ha comprovat la presència d’una correlació positiva entre la pèrdua 

d’activitat de l’AChE i la gravetat de la demència (Ibach and Haen, 2004). En la 
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MA l’activitat de l’AChE disminueix fins a nivells tan baixos com el 10-15 % dels 

valors normals, mentre que la BChE és manté inalterada o fins i tot incrementa la 

seva activitat fins a un 20 % (Arendt et al., 1992). 

 

D’una altra banda, s’ha observat que en cervells humans i en els ratolins 

transgènics modificats, (Munoz and Inestrosa, 1999) juntament amb la βA, s’ha 

demostrat que l’AChE accelera la formació de les plaques senils i aquest efecte 

sembla que està directament relacionat amb l’activació de l’anomenat lloc perifèric 

localitzat per damunt del lloc actiu (Inestrosa et al., 1996; Munoz and Inestrosa, 

1999). Aquesta acció no colinèrgica implica que a l’AChE se l’hagi associat un 

potencial de citotoxicitat tant sobre les cèl·lules glials com sobre les neuronals. 

L’observació de la condensació cromosòmica en presència de determinades 

concentracions d’AChE purificada, i en diferents condicions indica que la mort 

cel·lular per apoptosi també és resultat de l’acció de l’AChE (Calderon et al., 

1998). 

 

Tenint en compte que les plaques senils estan compostes principalment per βA1-40 i 

βA1-42 s’ha estudiat també com aquest factor pot influir en l’activitat 

proamiloidogènica de l’AChE. Sembla que els agregats formats per βA1-42 

incrementen la seva capacitat neurotoxica en presència de l’AChE i la citotoxicitat 

produïda pels agregats de βA1-40 depenent de la concentració de l’AChE unida al 

complex, de tal manera que com més gran sigui la concentració de l’enzim més 

tòxics seran els complexos (Munoz and Inestrosa, 1999). 

 

Si bé l’ús dels IAChE en la teràpia farmacològica de la MA suposa només una 

millora simptomàtica, s’ha demostrat que el seu ús proporciona notable benefici a 

malalts d’Alzheimer. 

 

D’altra banda, es coneix que l’eficàcia dels IAChE en el tractament de la MA 

sembla que no està únicament relacionada amb la seva activitat com a inhibidors 

de l’enzim AChE (Narahashi et al., 2003), en conseqüència, la funció d’aquests 
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fàrmacs s’analitza actualment sota tres aspectes: a) la seva activitat 

anticolinesteràsica, b) la seva activitat al·lostèrica sobre els receptors nicotínics i c) 

la seva capacitat de bloquejar el lloc perifèric que intervé en el procés d’agregació 

de la proteïna βA. 

 

3.4 Relació de les proteïnes amiloides amb l’acetilcolinesterasa 

 

L’acumulació de la proteïna βA i la formació de plaques senils (fig. 15) estan 

directament relacionades amb la gravetat de la demència que presenten els 

pacients. La cascada de processament de l’APP pot donar lloc a la producció de la 

proteïna βA1-42, que és el fragment de la βA amb una major toxicitat i el principal 

component de les plaques senils (Dekosky and López, 1998). El bloqueig de la 

producció de la βA1-42 és, per aquest motiu, un objectiu interessant amb un 

potencial terapèutic elevat en la MA. 

 

Com s’ha comentat anteriorment, es coneixen com a mínim tres enzims (α, β i γ 

secretasa) relacionats amb el processament de l’APP (Dekosky and López, 1998). 

Teòricament, els inhibidors de la β i la γ-secretasa podrien reduir la producció dels 

dipòsits de la proteïna βA (Hooper and Turner, 2002); no obstant això, és molt 

probable que aquests enzims posseeixin altres substratctes addicionals, que en 

limiten la utilització. 

 

A més a més, el bloqueig de la formació de les plaques mitjançant la inhibició de 

l’enzim que intervé en la formació de la proteïna βA, l’ús d’anticossos específics 

per bloquejar l’activitat patològica de la proteïna sembla que és una opció 

terapèutica (Bard et al., 2000; Helmuth, 2000) (Lemere, 2009). S’ha demostrat 

que la immunització en ratolins transgènics que sobreexpressen una de les formes 

mutants associades a la MA de l’APP humà disminueix la formació de plaques i 

indueix l’eliminació de les ja existents (Bard et al., 2000; Broytman and Malter, 

2004). En aquest mecanisme estaria implicada l’activació de les cèl·lules de la 
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micròglia per part dels anticossos davant la proteïna βA (Dudal et al., 2004; Ferrer 

et al., 2004). Els assajos clínics amb pacients humans que havien desenvolupat en 

un grau moderat la MA, no van mostrar cap reacció adversa significativa a la fase 

I, mentre que es van observar alguns casos (5 %) de reacció inflamatòria del SNC 

(meningoencefalitis asèptica) durant la fase II (Nicoll et al., 2003). Els esforços per 

desenvolupar una vacuna per la MA basada en l’administració d’anticossos contra 

la βA han donat, d’una banda, resultats controvertits (Monsonego and Weiner, 

2003; Morgan et al., 2000; Weiner and Selkoe, 2002). 

 

Existeixen nombroses dades bibliogràfiques que relacionen directament l’activitat 

dels receptors nicotínics i muscarínics així com la de l’AChE amb canvis en la 

capacitat neurotòxica de la βA. 

 

Els agonistes nicotínics (fig. 15) atenuen la toxicitat induïda per la proteïna βA en 

cultius neuronals, efecte que sembla que està mitjançat pels receptors nicotínics (Liu 

and Zhao, 2004). La tacrina ha provat ser capaç d’atenuar la toxicitat induïda per 

la βA25-35 en cultius cel·lulars mitjançant un mecanisme que sembla que està 

relacionat amb receptors nicotínics (Svensson, 2000). Així mateix, la huperzina A 

ha mostrat que posseeix la capacitat de disminuir la toxicitat induïda per la βA1-40 

in vivo, reduint la pèrdua de CAT i la neurodegeneració cel·lular (Wang et al., 

2001). 

 

Una altra manera d’influir sobre el processament de la proteïna βA és l’ús dels 

agonistes muscarínics (fig. 15), per activar directament aquests receptors i els IAChE 

mitjançant un mecanisme d’acció indirecte, a través de la regulació del 

processament i la secreció de l’APP (Caccamo et al., 2009; Fisher et al., 2003). 

Així, l’estimulació colinèrgica dels receptors muscarínics M1 i M2 produeix un 

augment en la secreció d’APP in vitro (Qiu et al., 2003) i la inhibició a llarg 

termini de les ChE sembla que potencia el processament normal de l’APP en el 

cervell de pacients amb MA, a causa de l’augment dels nivells sinàptics d’ACh 
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(Giacobini and Becker, 2004) i del fet  que s’ha observat que l’activitat dels IAChE, 

com la tacrina i la fisoestigmina, incrementen l’alliberament de l’APP (Mori et al., 

1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S’ha observat que l’enzim AChE (fig. 15) es troba present als dipòsits de proteïna 

βA en la MA (Alvarez et al., 1998). Sembla clar que l’enzim AChE pot accelerar la 

formació de la proteïna βA com un agent amiloigogènic potent (Inestrosa et al., 

1996), i jugar un paper molt important en la seva deposició en cervells de pacients 

amb MA, fet que està relacionat amb l’activació del lloc perifèric de l’enzim 

(Campos et al., 1998; De Ferrari et al., 2001). Això implica que la inhibició del lloc 

perifèric de lAChE podria disminuir la deposició de la proteïna βA i, per tant, la 

formació de plaques senils, cosa que conduiria a frenar la progressió de la malaltia. 

Fig 15. Interacció recíproca entre el sistema colinèrgic i la proteïna βA. 
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En aquest sentit, la utilització de lligands capaços d’interactuar simultàniament amb 

el lloc catalític i el lloc perifèric, suposarien un avantatge sobre l’ús de qualsevol 

altre inhibidor de l’AChE conegut. Aquests lligands d’acció dual presentarien una 

major potència inhibidora sobre l’enzim per raó de la seva major afinitat per 

l’enzim i, en conseqüència, per una major eficiència en el tractament de la 

simptomatologia de la MA i la seva major capacitat per retardar el procés de 

neurodegeneració. 

 

 

4. FÀRMACS INHIBIDORS DE L’ACETILCOLINESTERASA 

 

4.1 Anticolinesteràsics principals utilitzats en el tractament de la 

malaltia d’Alzheimer 

 

Actualment els IAChE representen l’aproximació terapèutica més estudiada i la que 

ha proporcionat els únics fàrmacs admesos per les agències de medicaments per al 

tractament de la MA: la tacrina (Cognex ®), el donepezil (Aricept ®), la 

rivastigmina (Exelon ®) i la galantamina (Reminyl ®) (fig. 16)(Alzheimer’s 

association, 2003). Cal destacar que entre els diferents IAChE que es troben en fase 

d’estudi també hi ha la huperzina A, un alcaloide natural que s’extreu del licopodi 

Huperzia serrata. La huperzina A ha estat utilitzada en medicina tradicional xinesa 

durant molt de temps pels seus efectes beneficiosos sobre les funcions cognitives 

(Tang et al., 1989). 

 

La tacrina 1,2,3,4-tetrahidrocanabinol-9-aminocridina, va ser el primer fàrmac 

aprovat per al tractament de la MA. S’ha demostrat que aquest compost facilita els 

processos de memòria en pacients amb MA; tanmateix, calen dosis elevades per a 

la seva eficàcia terapèutica. Això, juntament amb el fet que la tacrina inhibeix per 

igual l’AChE i la BChE, i la seva pauta d’administració (quatre vegades al dia) fa 

que es presentin factors indesitjables importants (alteracions gastrointestinals i 
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hepatotoxicitat) que són responsables de l’ús limitat d’aquest fàrmac (Pang et al., 

1996). 

 

S’ha demostrat que la tacrina, a més a més d’actuar com IAChE, interacciona amb 

els receptors muscarínics, i presenta una afinitat molt similar pels tipus M1 i M2 

(Svensson and Nordberg, 1996; Zhao and Tang, 2002). Entre els receptors 

muscarínics, el subtipus M1 té un paper especialment important en la MA per la 

seva relació amb les alteracions patològiques més importants de la malaltia 

(Birdsall and Nathanson, 2001); (Bodick et al., 1997; Login, 1997). L’activació 

d’aquest receptor per part de la tacrina (DeBoer and Abercrombie, 1996) 

incrementa la secreció de l’APP via activació de la α-secretasa, disminueix la 

formació de la βA mitjançant la inhibició de la γ-secretasa i inhibeix l’efecte negatiu 

de l’estrès oxidatiu responsable, també de la mort cel·lular (Fisher et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 16. Inhibidors de l’acetilcolineterasa utilitzats en el tractament de la malaltia 
d’Alzheimer. 
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S’ha pogut observar també que després de l’administració de tacrina a pacients 

amb MA es produeix un increment en la densitat de receptors nicotínics (Nordberg 

et al., 1992). A part d’aquest efecte sobre els receptors nicotínics alguns autors han 

demostrat la capacitat de la tacrina per potenciar de forma al·lostèrica el citat 

receptor (Zwart et al., 2000), tanmateix en aquest punt hi ha molta controvèrsia. 

 

El donepezil és una benzilpiperacina que ha desplaçat el seu ús per la tacrina. Així 

mateix és un inhibidor reversible de l’AChE però amb una acció més selectiva; així, 

es disminueix el seu efecte sobre la BChE (Ruiz-Nuño et al., 1998). Les seves 

característiques farmacològiques fa que presenti anys efectes indesitjables i el seu 

temps mitjà d’eliminació fa que només calgui una administració al dia del fàrmac 

(Arenas and Gou, 1998). Resultats experimentals han demostrat que el donepezil 

activa de forma directa els receptors nicotínics (Zhang et al., 2004) de manera que 

pot tenir interès per la relació que l’activació d’aquests receptors té amb els efectes 

neuroprotectors i tròfics sobre la població neuronal (De Ferrari et al., 2001) 

 

La rivastigmina pertany al grup dels carbamats els quals inhibeixen l’AChE unint-se 

directament al lloc actiu amb una cinètica reversible lenta, actuant durant un temps 

aproximat de deu hores (IAChE d’acció mitja). S’ha observat que el mode d’acció i 

el metabolisme de la rivastigmina fan poc probable les interaccions amb altres 

fàrmacs, la qual cosa té un interès especial en pacients d’edat avançada atès que 

acostumen a rebre tractaments farmacològics concomitants. Els efectes adversos 

tenen lloc en l’àmbit gastrointestinal i desapareixen amb l’administració successiva 

del fàrmac (Salud, 1999). 

 

La galatamina és un alcaloide terciari obtingut actualment per síntesi, però 

originàriament derivat dels bulbs del lliri de neu (Galanthus nivalis) i de diverses 

espècies de narcisos. Aquest compost és menys potent que la tacrina però a la 

vegada mostra menys efectes indesitjables. La galatamina augmenta la 

disponibilitat sinàptica de l’ACh inhibint de forma competitiva i reversible l’AChE 

(Bores et al., 1996). La seva selectivitat per l’AChE és 50 vegades superior que per 
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la BChE (Thomsen et al., 1991). La galantamina pot, així mateix, potenciar la 

resposta de l’ACh (Maelicke et al., 2001). El receptor nicotínic presinaptic es fa més 

sensible a l’ACh i s’amplifica la resposta. Els moduladors al·lostèrics dels receptors 

nicotínics, com és el cas de la galantamina, eviten el problema de la 

desestabilització dels receptors nicotínics induïda pels agonistes nicotínics i, en 

conseqüència, el desenvolupament de la tolerància i la disminució de l’eficàcia 

clíniques (Samochocki et al., 2003). 

 

La galantamina prevé l’apoptosi induïda per la tapsigargina (un inhibidor 

irreversible de la bomba ATPasa calci dependent del reticle endoplasmàtic, 

mitjançant un efecte neuroprotector que sembla que està associat amb els 

receptors α7 i de la proteïna antiapoptòtica BCl-2. 

 

També en relació amb la seva capacitat neuroprotectora, s’ha observat que el 

tractament amb NGF o galantamina, prevenia o millorava el progrés 

neurodegeneratiu secundari al dèficit de NGF (Capsoni et al., 2002). Així mateix, 

en rates sotmeses a isquèmia cerebral global amb reperfussió, s’ha descrit que el 

tractament postisquèmic amb galantamina va permetre la recuperació de la 

capacitat d’aprenentatge respecte dels animals no tractats (Iliev et al., 2000). 

 

Com s’ha posat de manifest, la galantamina presenta una acció rellevant sobre els 

receptors nicotínics, però s’ha pogut observar que no indueix cap resposta en 

interaccionar amb els receptors muscarínics (Samochocki et al., 2003). Aquest 

efecte s’ha observat en cinc línies cel·lulars cadascuna d’elles expressant un dels cinc 

tipus de receptors muscarínics (M1-M5), confirmant-se que la galantamina no 

alterava l’activitat de cap d’ells (Samochocki et al., 2003). 

 

La huperzina A, és una amina d’origen natural (Tang and Han, 1999), que s’extreu 

del licopodi Huperzia serrata, utilitzada a la Xina durant molts anys per al 

tractament de diverses malalties. Es tracta d’un inhibidor reversible, potent i 

selectiu de l’AChE, que s’absorbeix ràpidament i que penetra amb facilitat en el 
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SNC. En comparació amb la tacrina o el donepezil, l’huperzina A té un temps 

d’acció més gran i un índex terapèutic millor (Tang and Han, 1999). A més a més 

indueix efectes colinèrgics perifèrics importants a dosis terapèutiques. Una de les 

característiques més destacables és que aquest compost redueix la mort neuronal 

induïda per glutamat (Zangara, 2003) i així mostra un efecte neuroprotector. 

 

La potenciació a llarg termini és una forma de plasticitat sinàptica perllongada en 

el temps la qual es creu que és un model simple de certa forma d’aprenentatge i 

memòria (Bliss and Collingridge, 1993). La seva inducció, en la regió hipocampal 

CA1, es du a terme a través de vies glutamatèrgiques, especialment a través dels 

receptors del NMDA (Collingridge, 1985), malgrat que també està modulada per 

l’acció de l’ACh (Hirotsu et al., 1989) i el GABA (Wigstrom and Gustafsson, 1985). 

Després de la l’administració del fragment βA31-35 (fragment que pertany al 

domini actiu de la βA) (Pike et al., 1995) s’observa una marcada supressió de la 

potenciació a llarg termini de la regió CA1 a l’hipocamp. Aquest efecte va ser 

marcadament revertit gràcies a la presència de la (-)huperzina A, que mostra així 

una capacitat neuroprotectora enfront de l’activitat del pèptid βA (Ye and Qiao, 

1999). 

 

A més a més, la huperzina A també mostra un efecte neuroprotector davant 

l’activitat oxidant del peròxid d’hidrogen (Xiao et al., 1999), que la relaciona amb 

la capacitat de prevenció del dany oxidatiu que es produeix a la MA. S’ha observat 

que l’efecte neuroprotector de la huperzina A  produeix una millora en els 

processos cognitius de pacients enfront de l’activitat oxidant d’un altre fragment 

del βA, el fragment βA25-35 (Xiao et al., 2000a). Això conclou que la huperzina A 

mostra un efecte neuroprotector significatiu enfront de l’activitat tòxica que el βA 

indueix sobre les neurones, molt probablement a través d’una activitat 

antioxidant. 

 

S’han fet molts pocs estudis relacionats amb l’activitat directa de la huperzina A 

sobre els receptors colinèrgics. Pels resultats obtinguts es pot considerar la 
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huperzina A com un IAChE pur ja que poc o cap efecte te aquest fàrmac ni sobre 

els receptors muscarínics (Alcala et al., 2003a) ni sobre els nicotínics (Fayuk and 

Yakel, 2004). 

 

4.2 Evidències dels efectes neuroprotectors dels inhibidors de l’AChE 

En els darrers anys, l’ús d’aquests quatre inhibidors de l’AChE i la popularitat de la 

hipòtesi colinèrgica, en general, ha experimentat una sèrie de daltabaixos (Pepeu 

and Giovannini, 2009). Aquests fàrmacs constitueixen la medicació més efectiva 

per la millora a curt termini (sis a dotze mesos) de l’activitat cognitiva i funcional i 

presenten perfils de seguretat i tolerabilitat favorables (Ibach and Haen, 2004). 

Tanmateix, s’ha criticat que els resultats globals són generalment modestos, i 

afecten només una tercera part dels pacients tractats i que l’ús d’aquests fàrmacs va 

acompanyat de freqüents, malgrat suaus, efectes secundaris gastrointestinals de 

tipus colinèrgic (Giacobini, 1998). Però l’objecció principal a l’ús d’aquests fàrmacs 

és que sempre han estat tractats com a tractament merament simptomàtic de la 

MA, en contraposició a les teràpies dirigides a βA, de les quals s’espera un paper 

modificador de la malaltia. 

 

Tanmateix, nombrosos estudis preclínics, radiològics i clínics han evidenciat efectes 

neuroprotectors associats a l’ús dels inhibidors de l’AChE, que apunten a un paper 

modificador de la malaltia per part d’aquests fàrmacs. 

 

Nombrosos estudis preclínics han demostrat que els quatre inhibidors de l’AChE 

utilitzats pel tractament de la MA i, en particular, el donepezil, amb el qual s’han 

dut a terme la major part d’estudis, presenten algun tipus d’efecte neuroprotector 

en assajos in vitro o in vivo enfront d’una gran varietat d’estímuls neurotòxics. 

Així, s’han descrit efectes neuroprotectors d’aquests fàrmacs enfront de la toxicitat 

induïda pel glutamat (Akaike, 2006; Riepe, 2005; Takada et al., 2003; Takada-

Takatori et al., 2006) o NMDA (Akasofu et al., 2006) normalment en cultius 
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primaris de neurones corticals de rata, davant la toxicitat induïda per βA en cultius 

primaris de neurones colinèrgiques septals de rata (Kimura et al., 2005b; Kimura et 

al., 2005a), en cèl·lules SH-SY5Y (Modrego, 2006) o en ratolins (Meunier et al., 

2006b) o enfront altres agents neurotòxics com el peròxid d’hidrogen (Zhang and 

Tang, 2000) o el monòxid de carboni (Meunier et al., 2006a). Així mateix, s’han 

descrit efectes neuroprotectors d’aquests fàrmacs en models de dany neuronal 

induït per privació d’oxigen i glucosa (Akaike, 2006; Riepe, 2005; Sobrado et al., 

2004; Zhou et al., 2001). 

 

Anàlogament, hi ha evidències clíniques creixents que suggereixen un efecte 

modificador de la malaltia pels inhibidors de l’AChE, que sembla que tenen efectes 

prolongats i sostinguts durant el temps (Sabbagh et al., 2006). Un estudi recent de 

dades d’assajos clínics a llarg termini (rivastigmina i donepezil fins als cinc anys, 

galantamina fins a quatre anys) suggereixen un alentiment del tractament, malgrat 

la no-interrupció del deteriorament cognitiu amb inhibidors de l’AChE (Bullock 

and Dengiz, 2005). 

 

Amb la finalitat d’obtenir dades que permetin distingir entre efectes simptomàtics i 

efectes modificadors de la malaltia en pacients amb MA tractats amb inhibidors de 

l’AChE, s’han dissenyat dos tipus d’assajos específics (Mori et al., 2006). El primer 

es basa en l’assumpció que els beneficis obtinguts durant el tractament amb un 

fàrmac modificador de la malaltia s’haurien de mantenir en comparació amb els 

controls si s’interromp aquest tractament en un moment determinat per l’assaig 

clínic. Pel contrari, si els efectes del fàrmac fossin purament simptomàtics, 

qualsevol millora cognitiva associada al seu ús desapareixeria immediatament 

després de la seva retirada. El segon tipus d’assaig inclou una primera fase doble 

cec seguida d’una fase d’extensió, en la qual als pacients que rebien placebo se’ls 

començava a administrar el fàrmac modificador de la malaltia. Si els pacients que 

prenien placebo durant la primera fase assolien immediatament els beneficis 

observats en el grup tractat des del començament de l’assaig, l’efecte hauria de ser 

simptomàtic, mentre que si es produís un deteriorament en l’interval en què no es 
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rebia tractament actiu, aquest grup no podia assolir als que prenien tractament 

actiu des del començament. En ambdós tipus d’assaig s’han obtingut resultats 

atribuïbles a un efecte modificador de la malaltia dels inhibidors de l’AChE (Mori 

et al., 2006).  

 

L’efecte neuroprotector dels IAChE durant els assajos clínics també ha estat 

demostrat utilitzant tècniques neuroradiològiques com MRI (Magnetic Resonance 

Imaging), MRS (proton Magnetic Resonance Spectroscopy) i PET (Positron 

Emission Tomography) (Modrego, 2006). Recentment s’ha proposat el seguiment 

de l’atròfia hipocampal com a marcador quantificable per comprovar l’eficàcia de 

fàrmacs en la modificació de la malaltia (Jack, Jr. et al., 1998; Mori et al., 2002). 

Precisament, entre les dades clíniques que suggereixen un possible efecte 

neuroprotector dels inhibidors d’AChE, l’evidència més convincent es va obtenir 

en dos estudis de MRI en els quals es va comprar el volum hipocampal de pacients 

tractats amb donepezil durant un any amb el de pacients no tractats. En un 

d’aquests estudis la proporció mitjana d’atròfia hipocampal va resultar ser d’un 

3,82 % en el grup tractat amb donepezil enfront del 5,04 % del grup control 

(Hashimoto et al., 2005), mentre que en un altre estudi es va observar que els 

pacients tractats amb donepezil presentaven descensos més petits del volum 

hipocampal total (–0,4 %) que els pacients del grup placebo (–8,2 %) (Krishnan et 

al., 2003). 

 

4.3 Fàrmacs inhibidors tacrina-huperzina A. Antecedents 

 

Desde 1990, la Unitat de Farmacologia de la Facultat de Medicina de la UAB ha 

estat col·laborant  amb el Departament de Química Farmacèutica de la Facultat de 

Farmàcia de Barcelona, dirigit pel Dr. Pelayo Camps, amb l’objectiu de dissenyar i 

sintetitzar nous derivats anticolinesteràsics amb un millor perfil farmacològic pel 

seu potencial ús terapèutic en el tractament de la MA. 
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El desenvolupament de les huprines es va iniciar a començaments dels anys 90 

quan els IAChE que avui s’utilitzen en el tractament de la MA encara estaven 

passant proves clíniques. En aquest moment, també s’acabava de resoldre 

l’estructura tridimensional de l’AChE del Torpedo californica (TcAChE) (Sussman et 

al., 1991), malgrat que no s’havia cristal·litzat el complex de l’enzim amb cap 

inhibidor.  

 

Per al disseny de les huprines, dos inhibidors coneguts van ser utilitzats com a 

model: la tacrina, que poc després va passar a ser el primer medicament per al 

tractament de l’Alzheimer comercialitzat i la huperzina A, un prometedor compost 

natural que havia estat aïllat d’una planta medicinal àmpliament utilitzada a la 

Xina i que avui en dia està en estudis de fase III als Estats Units. 

 

La pràctica farmacèutica més utilitzada per desenvolupar nous medicaments és la 

modificació de medicaments ja coneguts (Wermuth, 2003). En canvi, la 

combinació en una sola molècula de dues molècules idèntiques o de dues unitats 

estructuralment diferents o fragments de medicaments coneguts amb l’objectiu 

d’incrementar la potència dels productes parentals o de complementar accions 

havia estat una estratègia inexplorada durant molt de temps (Muñoz-Torrero and 

Camps, 2008). 

 

En una primera etapa es van analitzar alguns derivats del compost original, la 

tacrina, que mostraven un grau de toxicitat aguda menor (Aguado et al., 1994). En 

una segona fase, l’estratègia seguida va ser l’anàlisi de diversos fàrmacs obtinguts 

mitjançant la hibridació de la tacrina amb la huperzina A (fig. 17), fent múltiples 

substitucions en diverses parts de la molècula (Badia et al., 1998; Camps et al., 

2000a; Ros et al., 2001). El resultat va ser l’obtenció de fàrmacs que inhibeixen 

l’AChE amb elevada potència, alguns d’ells en el rang nanomolar, i amb toxicitat 

aguda relativa inferior la tacrina. Aquests fàrmacs híbrids tacrina–huperzina A, 

denominats huprines, són el resultat de la síntesi per farmacomodulació conjuntiva 
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Fig 17. Per combinació en la mateixa molècula de la subestructura 4-
aminopirimidina de la tacrina i la subestructura carbocíclica de la huperzina A 
s’han dissenyat els híbrids tacrina–huperzina A o huprines. 

de la huperzina A (subestructura carbocíclica) i la tacrina (subestructura 4 

aminoquinolona), suprimint el grup etildilen de la huperzina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El treball fet amb aquests nous compostos es basa en la hipòtesi colinèrgica de la 

MA que és la que ha generat l’actual abordatge terapèutic de dita malaltia. A 

partir d’estudis previs realitzats al nostre departament, s’ha posat de manifest la 

potentíssima activitat anticolinesteràsica de les huprines, superior a la tacrina, la 

huperzina A i a altres anticolinesteràsics utilitzats actualment en el tractament de la 

EA (Alcala et al., 2003a). 

 

Mitjançant tècniques in vitro es va determinar la seva capacitat anticolinesteràsica, 

la reversibilitat de la unió amb l’enzim i es va determinar de quin tipus d’inhibició 

es tractava. Així mateix, es van dur a terme un experiment per determinar-ne 

l’activitat anticolinesteràsica ex vivo. 

 

Els resultats obtinguts sobre el perfil colinèrgic han demostrat que, a més a més de 

ser potents inhibidors a l’AChE (Camps et al., 2000b), algunes d’elles presenten 
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activitat agonista sobre els receptors de tipus muscarínics M1 (Roman et al., 

2002a), potenciant així l’alliberament d’ACh, així com la d’altres 

neurotransmissors.  

 

Una dada de gran interès sobre aquests compostos és la relacionada amb els 

receptors nicotínics. Se sap que la nicotina i altres agonistes d’aquests receptors 

tenen un paper rellevant en la neuroproteció en diversos models de mort 

neuronal (O'Neill et al., 2002). Malgrat que no es coneixen bé els mecanismes 

intracel·lulars que intervenen en dit procés, es postula que estarien relacionats amb 

modificacions dels nivells de Ca2+ intracel·lular implicant vies de senyalització 

antiapoptotiques relacionades amb l’activació de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) 

i ERK/MAPK (Dajas-Bailador et al., 2003). En aquest sentit, s’ha demostrat que la 

huprina X (HX) presenta un efecte potenciador sobre el receptor nicotínic (Roman 

et al., 2004) similar al descrit per la galantamina.  

 

També s’han dut a terme treballs amb les huprines (Camps et al., 2000b), en els 

quals se n’ha estudiat la capacitat d’unir-se al lloc perifèric de l’AChE en vistes a 

definir l’activitat antiagregant de la proteïna A d’aquests compostos (Camps et al., 

2000a; Camps et al., 2005). 

 

L’efecte proagregant de l’AChE sobre βA trobat per Inestrosa i el potencial com a 

tractament de la malaltia dels medicaments que interaccionen amb el lloc perifèric 

de l’AChE ha portat al desenvolupament de nous inhibidors de l’AChE en els 

darrers anys. El desenvolupament del concepte de compostos amb potencialitat 

per unir-se tant al lloc perifèric com al lloc catalític de l’AChE de Pang, Carlier i 

Han han obert les portes al disseny de nous compostos amb potencial activitat 

inhibitòria del procés catalític i efecte antiagregant (Kwon et al., 2007; Munoz-

Torrero and Camps, 2006). En aquest context i per optimitzar la família de les 

huprines, una unitat d’huprina Y es va combinar amb una unitat de 6-

chlorotacrina, i va donar lloc a una molècula amb capacitat d’unir-se tant al lloc 

perifèric com al catalític de l’AChE (Carlier et al., 1999; Pang et al., 1996) (Belluti 
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et al., 2005; Hu et al., 2002; Munoz-Ruiz et al., 2005; Rodriguez-Franco et al., 

2006). Totes dues unitats es van connectar amb un connector de longitud de la 

longitud i la naturalesa adequades per permetre que l’heterodímer resultant pugui 

arribar de manera simultània tant al lloc actiu com al lloc catalític de l’enzim. Els 

compostos Hup8TCl i Hup8TH pertanyen a aquest grup (fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 18. Hibridació molecular d’huperzina A i tacrina a huprines, i posterior hibridació a 
13-amidohuprines i heterodímers huprina–tacrina (grup al qual pertanyen hup8TCl i 
Hup8TH). 
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D’acord amb el que s’ha comentat anteriorment la presencia de proteïnes amb 

caràcter amiloidogènic es comú a diverses malalties neurodegeneratives, essent 

aquest procés amiloidogènic molt similar en totes aquestes proteïnes. A més a més 

en la MA s’ha pogut veure que l’amioidogenesi de βA és accelerada per la 

presència d’AChE. En aquesta malaltia els anticolinesteràsics son actualment els 

medicaments més prescrits i tot que la seva eficàcia és molt variable, s’ha vist que 

la seva acció no està limitada a inhibir l’activitat catalítica de l’AChE, sinó que 

alguns d’ells a través de diversos mecanismes tenen efectes neuroprotectors. 

Aquests fets ens van portar a plantejar els següents objectius: 

 
1. Determinar la possible capacitat de l’AChE per potenciar el procés d’agregació 

del pèptid priònic PrP106-126 d’una manera similar a la del pèptid βA. Comprovar 

la implicació del lloc aniònic perifèric de l’AChE. 

 

2. Estudiar el procés d’agregació del pèptid priònic sintètic PrP82-146 en front a 

l’AChE donat que forma part dels pèptids implicats en les encefalopaties 

espongiformes bovines. Determinar la implicació del perifèric mitjançant el seu 

bloqueig amb iodur de propidi i estudiar en profunditat la cinètica d’agregació 

d’aquest pèptid priònic mitjançant la utilització de tècniques de microscòpia de 

força atòmica. 

 

3. Estudiar l’efecte dels anticolinesteràsics Huprina X, Y i Z sobre l’agregació 

amiloidogènica induïda per l’AChE i especialment d’un grup d’heterodímers amb 

acció dual sobre el lloc catalític i perifèric, Hup8TCl i Hup8TH. A més també es 

proposa caracteritzar el perfil colinèrgic d’aquests anticolinesteràsics: determinant 

la potència d’inhibició dels enzims AChE bovina i humana, i BChE mitjançant la 

tècnica de Ellman’s i avaluant l’afinitat pels receptors muscarínics M1 i M2 

mitjançant la fixació de radiolligands. 

 

4. Avaluar l’efecte neuroprotector enfront el peròxid d’hidrogen de les huprines X, 

Y i Z en cèl·lules PC12 diferenciades amb NGF i sense diferenciar. Analitzar la 
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possible causa d’aquest efecte protector mitjançant l’estudi de l’efecte dels fàrmacs 

sobre la SOD, els receptors muscarínics i nicotínics. 
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1. MATERIAL I REACTIUS 

 

1.1 Animals d’experimentació 

 

Per als estudis de fixació de radiolligands es van fer servir rates Sprague-Dawley, 

amb un pes entre 350 ± 25 g. Tots els animals van ser subministrats per l’estabulari 

de la Universitat Autònoma de Barcelona. Durant el temps d’estabulació es van 

mantenir en condicions constants de temperatura (22 ± 2 ºC) i humitat (40–60 %) 

amb un cicle de llum/obscuritat 12/12 hores i amb aigua i menjar ad libitum. El 

procediment pel qual els animals van ser sacrificats va ser aprovat per la comissió 

d’ètica de la UAB. 

 

1.2 Reactius 

 

Tots els productes químics emprats en el present treball, van ser de la puresa 

adequada per a l’anàlisi: acetonitril i glucosa de Merk (Darmstadt, Alemanya); 

trizina base i àcid clorhídric de Panreac Química S.A.; acetiltiocolina (ASCh), àcid 

5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoic) (DTNB), butiriltiocolina (BSCh), clorur de sodi 

(NaCl), clorur de potassi (KCl2), còctel inhibidor de proteases sense agents 

quelants, dimetil sulfòxid (DMSO), àcid tetraacètic d’etilendiamida (EDTA), 

estreptomicina, factor de creixement nerviós-β (NGF- β), fosfat de potassi 

monobàsic (KH2PO4), fosfat de sodi dibàsic dihidratat (Na2HPO4.2H2O), 

glutamina, HEPES (C8H18N2O4S), medi RPMI 1640, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil-tetrazoli bromur (MTT), penicil·lina, peròxid d’hidrogen (H2O2), piruvat 

sòdic, polietilenimina, poli-L-lisina hidrobromur, sèrum fetal boví, sèrum de cavall, 

tetraisopropil pirofosforamida (iso-OMPA), triton X-100 i vermell Congo de Sigma 

Aldrich (St. Louis, EUA); TRIS-hidroximetil-aminometà ultrapur de MB Grade, USB 

(Cleveland, Ohio. EUA); eserina de Fluka; la [3H]-Pirenzepina amb activitat 

específica de 85,6 Ci/mmol de NN Life Science Products, Inc. (Boston, USA); el I-

quinuclinidil[fenil-4-3H]benzilat ([3H]-QNB) amb activitat específica de 51.0 



                                                                                                               Material i mètodes 

 66 

Ci/mmol i el líquid de centelleig d’Amersham (Buckinghamshire, UK); la 

pirenzepina de Boehringer (Barcelona). 

 

Els enzims: acetilcolinesterasa (AChE) d’eritròcit boví i humana, BChE humana 

(BChE) i la tripsina-0,2g EDTA,  es van adquirir a Sigma Aldrich (St. Louis, EUA); 

 

Els fàrmacs huprina X, huprina Y, huprina Z, Hup8TCl, Hup8TH i huperzina A  

van ser sintetitzats pel laboratori de química farmacèutica de la Facultat de 

Farmàcia de la Universitat de Barcelona. Iodur de propidi, galantamina i α–

tocoferol es van obtenir de Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). Les solucions patrons 

dels fàrmacs es van dissoldre en aigua bidestil·lada estèril, excepte el α–tocoferol, 

que es va dissoldre prèviament en etanol pur a una concentració de 20 mM sent la 

concentració final en el medi de 0,005 mM. La concentració d’etanol present al 

medi no va afectar la viabilitat cel·lular en les condicions experimentals aplicades. 

Els antagonistes: atropina i mecamilamina hidroclorur van ser obtinguts de Sigma 

Aldrich (St. Louis, EUA) i es van dissoldre en el solvent pertinent fins a la 

concentració desitjada. 

 

 

Tots els pèptids priònics utilitzats en aquest treball: PrP106-126, PrP106-126-

curmarina, PrP82-146, PrP82-146-curmarina, PrPscrambled, van ser sintetitzats pel 

“Laboratori di Chimica e Biochimica delle Proteïne.Istituto di Ricerche 

Farmacologiche Mario Negri. Milà. Itàlia” sota la direcció del Dr. Mario Salmona. 

 
 
El material de cultiu va ser adquirit a TPP (Trasadingen, Suïssa). Per determinar 

l’activitat de la superòxid dismutasa es va utilitzar el SOD assay kit de Fluka, Sigma 

Aldrich (St. Louis, EUA) i per determinar la quantitat de proteïnes el bradford 

protein assay Bio-rad (Hercules, Califòrnia. EUA); 
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2. MÈTODES 

 

2.1 Estudi de l’amiloidogènesi espontània i induïda per AChE dels 

pèptids priònics PrP106-126 i PrP82-146 

 

2.1.1 PrP106-126 i PrP82-146 

Per fer aquests experiments es van utilitzar dos pèptids sintètics homòlegs a les 

regions 106-126 (KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG), i 82-146 (GQPHGGGWG 

QGGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGLGGYMLGSAMSRPIIHF

GSDYE) de la proteïna priònica humana (PrP) (De et al., 1994;Tagliavini et al., 

2001). Es va disposar tant dels pèptids freds com dels pèptids marcats amb 

fluorescència amb una curmarina unida a un residu lisina (Lys). També es va 

disposar de les seqüències 106-126 scrambled i 82-146 scrambled.  

 

2.1.2 Liofilització dels pèptids priònics 

Abans de fer servir els pèptids per als estudis d’agregació, es van dur a terme 

liofilitzacions per millorar-ne les condicions de puresa. Els pèptids es van diluir, fins 

a arribar a una concentració entre 4 i 0,5 mM en funció de l’experiment, en una 

barreja d’aigua destil·lada i acetonitril al 50 % (v/v) amb un pH no superior a 8. 

 

Una vegada diluïdes les mostres es van centrifugar a 12.000 rpm durant 11 minuts i 

posteriorment van ser congelades a –80 °C. Un cop congelades es va procedir a la 

liofilització dels pèptids priònics. 

 

2.1.3 Agregació dels pèptids induïda per AChE. Estudi amb IAChE 

Amb els pèptids priònics es van dur a terme diferents estudis per determinar-ne la  

cinètica d’agregació al llarg del temps en presència i absència d’AChE i l’efecte 

sobre l’agregació d’aquests pèptids a l’exposició de diferents concentracions de 

l’enzim. 
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Els pèptids PrP106-126 i PrP82-146 un cop liofilitzats van ser dissolts en tampó TRIS-

HCl 100 mM (pH 7,5) fins a aconseguir una concentració del pèptid d’1 mM. 

PrP106-126 va ser incubat a 0, 5, 24, 48 i 72 hores, mentre que PrP82-146 es va 

incubar durant 0, 24, 72, 96, 120 i 144 hores a temperatura ambient ja que té una 

cinètica d’agregació més lenta.  

 

Per dur a terme els experiments de cinètica amb l’AChE, l’enzim es va dissoldre en 

el mateix tampó, TRIS-HCl 100 mM,  després es va afegir a les mostres fins a una 

concentració final de 2,50 μM i es va incubar durant els mateixos temps que el 

pèptid sense enzim. 

 

Per confirmar si l’agregació induïda per l’AChE era dependent de la concentració 

d’aquest enzim, es van incubar els pèptids priònics en presència de diferents 

concentracions d’AChE que anaven des de 0,31 a 2,50 μM. 

 

Una vegada demostrat l’efecte de l’AChE sobre el procés d’agregació de PrP106-126 

es va decidir iniciar un estudi que permetés determinar la capacitat inhibitòria de 

determinats IAChE sobre l’agregació del pèptid induïda per AChE. El procediment 

experimental que es va seguir va ser el mateix que en els estudis anteriors, però en 

aquest cas afegint el fàrmac a una concentració final de 0,1 μM, conjuntament amb 

l’AChE 2,5 μM (fig. 19). 

 

El volum final de tots els assajos va ser de 30 μl. Tots els experiments es van fer 

per triplicat. Una vegada transcorregut el temps d’incubació corresponent, per 

aturar el procés d’agregació en el moment desitjat les mostres es van centrifugar a 

12.000 rpm durant 11 minuts, se’n va eliminar el sobrenedant i els precipitats es 

van congelar per a la seva posterior anàlisi. 
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Fig 19.   Esquema que mostra els diferents estudis que es van dur a terme amb els 
pèptids marcats amb fluorescència: determinació de la cinètica d’agregació, 
anàlisi d’influència de la presència de diferents concentracions d’AChE en el 
procés agregació i estudi de l’efecte dels IAChE sobre el procés d’agregació dels 
pèptids induït per AChE. 
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2.1.4 Microscòpia de fluorescència i anàlisi d’imatges 

Les mostres resultants de l’agregació dels pèptids marcats amb curmarina foren 

observades amb el microscopi de fluorescència. 10 μl de la suspensió dels agregats 

de PrP106-126 o PrP82-146 fluorescents van ser disposats de forma homogènia sobre 

portaobjectes gelatinats i van ser observats amb microscopi de fluorescència 

(OLYMPUS BX51, Japan) a 20x augments. El fluorocrom que marcava els pèptids 

era la curmarina, que s’excita a una longitud d’ona de 340 nm i emet a 405 nm, 

tenint en compte aquestes característiques, el filtre del microscopi de fluorescència 

que es va utilitzar va ser el DAPI. De cada mostra es van prendre un mínim de 3 

fotografies aleatòriament. Les imatges adquirides amb el microscopi de 

fluorescència es van analitzar posteriorment amb el programa LEICA Qwin-

standard image analysis program. 

 

2.1.5 Tinció amb vermell Congo i birefringència 

Les mostres resultants del procés d’agregació del pèptid fred es van observar amb 

un microscopi de llum polaritzada després d’haver estat tenyides amb vermell 

congo. Per fer aquesta tinció, que permet detectar estructures amiloides,  10 μl de 

la suspensió dels agregats dels pèptids priònics es van disposar de manera 

homogènia sobre portaobjectes gelatinats. Les mostres es van deixar assecar a l’aire 

i posteriorment van ser tenyides amb vermell Congo. Els agregats es van cobrir 

amb 100 μl d’una solució al 2 % (p/v) de vermell Congo i 80 % d’etanol (v/v) en 

aigua bidestil·lada estèril. Trasncorreguts 15 minuts es van netejar les mostres per 

immersió en etanol al 90 % durant dos minuts i per últim es van deixar assecar. La 

birefringència es va observar a 40x augments amb un microscopi òptic equipat 

amb un polaritzador (Leitz DM RB. Oberkochen, Alemanya). 

 

2.1.6 Microscòpia electrònica 

Els agregats dels pèptids freds també van ser observats amb microscòpia 

electrònica de transmissió per determinar-ne la ultraestructura. 10 μl de les mostres 

es van dipositar sobre reixetes de coure tractades amb carbó. Transcorreguts dos 

minuts es va eliminar l’excés de líquid i es va procedir a fer la tinció negativa amb 
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acetat d’uranil al 2 % (p/v) durant dos minuts. Les mostres tenyides es van 

analitzar amb el microscopi electrònic de transmissió (Hitachi H-7000, Hitachi LTD; 

Tokyo, Japó). 

 
2.1.7 Microscòpia de força atòmica 

Totes les imatges de microscòpia de força atòmica (AFM) es van fer amb el 

microscopi Agilent 5500 AFM/SPM. L’anàlisi es va realitzar a temperatura ambient 

utilitzant un escànner multiusos de baixa coherència. Les sondes que es van fer 

servir eren del tipus FM de punta de silicona (de força constant ~ 2 N/m i 

freqüència ressonant ~ 75 KHz) des dels nanosensors. L’escanneig es va posar a 

punt proporcionalment a l’àrea escannejada i es va mantenir dins del rang de 0,5 

– 1,2 Hz. La resolució de les imatges adquirides es de 512 píxels per línia. Les 

imatges van ser corregides, en els casos en què va caldre, amb el programari 

MountainsMap. Com a superfície per dipositar les mostres es va utilitzar un 

substrat de mica moscovita no tractada (Scientec) de diferents mides. 

 

Les mostres tractades segons la descripció anterior, es van diluir entre 1 i 10 

vegades amb aigua ultrapura i 10 μl de la dilució es van afegir a temperatura 

ambient sobre mica acabada de tallar. Després d’assecar les mostres, les mesures es 

van fer sota condicions ambientals. L’AFM es va utilitzar en condicions de 

semicontacte, la qual cosa va permetre tant la resolució lateral com vertical en 

règim nanomètric.  

 

Amb l’objectiu d’excloure possibles artefactes, mostres control com ara mica 

acabada de tallar i mica acabada de tallar mullada amb aigua ultrapura, van ser 

també analitzades. 

 

Tots els patrons topogràfics descrits al text van ser confirmats amb mesures 

addicionals, de com a mínim tres àrees diferents ben separades (fig. 20). 
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Fig 20 Els pèptids priònics freds es van analitzar de tres maneres diferents. Amb 
tinció vermell Congo per determinar les seves característiques amiloidogèniques; 
amb microscòpia electrònica per observar-ne la ultraestructura i amb AFM per 
analitzar el procés de formació de fibres més detalladament. 
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2.1.8 Càlculs 
 
Amb l’objectiu d’analitzar les diferències entre els diversos tractaments 

experimentals, es van escollir els valors de mida màxima dels agregats de 

cadascuna de les fotografies de cada mostra, i amb aquests valors es van fer les 

mitjanes corresponents per cada mostra i posteriorment per cada tractament. A 

partir d’aquestes mitjanes es va calcular el percentatge d’agregació degut als 

diferents tractaments en relació amb els grups control (agregació espontània de 

PrP106-126 i PrP82-146). Els percentatges d’inhibició de l’agregació induïda per AChE 

es van calcular relacionant la mitjana de cada grup de fàrmacs amb la mitjana del 

grup control corresponent (agregació de PrP106-126 o PrP82-146 induïda per AChE). 
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2.2 Estudi de l’efecte antiagregant i anàlisi del perfil colinèrgic dels 

heterodímers huprina-tacrina Hup8TCl i Hup8TH 

 

2.2.1 Efecte sobre el procés d’amiloidogènesi de PrP106-126 

Els estudis de l’efecte dels híbrids huprina–tacrina sobre el procés d’amiloidogènesi 

es van dur a terme tal com s’ha detallat a l’apartat 2.1. 

 

2.2.2 Determinació de l’activitat anticolinesteràsica in vitro 

L’activitat anticolinesteràsica dels heterodímers huprina–tacina es va determinar 

espectofotomètricament seguint el mètode descrit per Ellman (Ellman et al., 1961). 

Aquest mètode es basa en la reacció següent:  

 

 ASCh  → Tiocolina + acetat 

 Tiocolina + DTNB →  Color groc 

 

La primera part de la reacció consisteix en la degradació de l’ASCh per part de 

l’AchE, la qual produeix tiocolina i acetat. En la segona part s’esdevé la unió de la 

tiocolina al reactiu DTNB i es dóna lloc a un producte de color groc. D’aquesta 

forma, la producció de color és indicadora de la quantitat d’ASCh degradada per 

l’AchE. La determinació de l’activitat inhibitòria de l’enzim butirilcolinesterasa 

BChE es fa d’igual manera però en aquest cas és la butiriltiocolina (BSCh) la que 

serveix com a substrat. 

 

Com a pas previ a l’estudi de l’activitat anticolinesteràsica, es va determinar la Km 

(concentració de substrat a la qual l’enzim funciona al 50 % de la seva velocitat 

màxima) per l’AChE i la BChE. Amb aquest objectiu es van afegir concentracions 

creixents d’ASCh o bé de BSCh a una quantitat determinada d’AchE (0,025 u/ml) 

bovina o humana o BChE humana (0,035 u/ml), respectivament. Un cop conegut 

el valor d’aquesta constant, es va treballar sempre al voltant d’aquesta 

concentració de substrat. 
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A continuació es va procedir a determinar la capacitat anticolinesteràsica dels 

diferents fàrmacs estudiats. Així l’activitat inhibitòria de l’AChE es va avaluar 

utilitzant l’enzim d’eritròcits bovins i humans. Es van afegir concentracions 

creixents de l’inhibidor a una solució que contenia el tampó fosfat 0,1 M pH 8,0 

DTNB 333 μM i 0,025 unitats de l’enzim. Finalment, es va afegir ASCh (0,53 mM) 

com a substrat. La reacció va tenir lloc a la concentració final de 3 ml. Les corbes 

d’inhibició es van fer per triplicat incubant en solució descrita amb com a mínim 12 

concentracions diferents de cadascú dels inhibidors durant 15 minuts a 25 ºC. Un 

dels triplicats es va incubar en absència d’inhibidor per permetre que assolís el 100 

% i pogués actuar així com a control. La reacció es va detenir afegint 100 μl 

d’eserina 1 mM i la producció del color es va mesurar a una longitud d’ona de 412 

nm mitjançant l’espectrofotòmetre Perkin-Elmer Lambda 2 equipat amb un 

canviador automàtic de sis cèl·lules. Es van dur a terme com a mínim sis 

experiments per cada fàrmac inhibidor. La determinació de l’activitat inhibitòria de 

la BChE es va dur a terme de forma similar, utilitzant 0,035 unitats de l’enzim de 

sèrum humà i 0,56 del substrat BSCh, en un volum final d’1 ml. 

 

Les dades obtingudes van permetre construir les corbes de concentració–inhibició 

per les huprines mitjançant l’anàlisi de regressió no lineal utilitzant el programa 

GraphPad (GraphPad software; San Diego, EUA), la qual cosa va donar una 

estimació de la concentració inhibitòria 50 (CI50), és a dir, la concentració de 

fàrmac que inhibeix l’activitat de l’enzim al 50 %. Els resultats es van expressar 

com a mitjana de la CI50 ± EEM (error estàndard de la mitjana). Les comparacions 

estadístiques es van fer mitjançant un test t de Student amb un nivell de significació 

de p < 0,05. 

 

A més a més, es va determinar l’activitat creuada pels dos enzims objecte d’estudi 

(AChE i BChE) amb la finalitat de provar que la seva activitat podia ser 

específicament atribuïda a un d’ells. Per a això, un homogeneïtzat de l’enzim i 

DTNB en les concentracions abans descrites fou incubat durant cinc minuts a 37 oC 



                                                                                                               Material i mètodes 

 76 

amb quatre concentracions diferents (0,1–100 μM) d’iso-OMPA (inhibidor selectiu 

de la BChE) o BW284c51 (inhibidor selectiu de l’AChE), seguint el protocol descrit 

per Cheng et al. (Cheng and tang, 1998). A continuació es va afegir el substrat i es 

va procedir a la lectura de l’absorbància. Cada experiment es va fer per triplicat i 

el control (mostra sense inhibidor) va representar el 100 % d’activitat. 

 

2.2.3 Estudis de fixació de radiolligands als receptors muscarínics 

a) Obtenció de membranes 

Es van sacrificar rates Sprague–Dawley de les característiques citades anteriorment, 

se’n van extreure els cervells i es van separar els hipocamps. Aquests es van diluir 

en tampó fosfat 10 mM pH 7,4 a raó de 100 mg teixit / 15 ml tampó. A 

continuació es van homogeneïtzar utilitzant un Polytron (PCU, Suïssa), realitzant 

tres cops de cinc segons separats 30 segons, mantenint sempre el teixit en un bany 

de gel. 

 

b) Estudis de saturació 

En aquests experiments es van incubar per triplicat alíquotes de la suspensió de 

membranes amb concentracions creixents de [H3]-pirenzepina o [H3]-QNB (en 

presència de pirenzepina 10 μM), en un rang comprès entre 0,2 i 8 nM. El volum 

final d’incubació va ser de 250 μl, dels quals 150 μl eren de preparació de teixit i la 

resta de tampó fosfat 10 mM pH 7,4. La incubació es va fer durant 60 minuts en 

un bany a 25 ºC en agitació suau. A continuació es van afegir 4 ml de tampó fred 

(4 ºC) i es van filtrar ràpidament sobre filtres de fibra de vidre Schleicher & Schuell 

amb ajuda d’un aparell de filtració al buit (Cell Harvester Brandel M24R). Amb la 

finalitat de reduir la unió inespecífica, els filtres s’havien mullat prèviament amb 

polietilenimina al 0,1 %, com a mínim 30 minuts abans de la seva utilització, es va  

disminuir la fixació del radiolligand al filtre. Després de tres rentats consecutius 

amb 4 ml de tampó de incubació a 4 ºC, els filtres es van dipositar als vials de 

comptatge i es van assecar a 60 ºC durant dues hores. Transcorregut aquest temps 

es van afegir als vials 4 ml de líquid de centelleig biodegradable (Amersham Life 

Science, Regne Unit) i es va determinar la radioactivitat retinguda a cada filtre per 
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espectrofotometria de centelleig líquid (comptador LKB Wallac 1209 Rackbeta, 

deficiència del 60 %). La fixació inespecífica, és a dir, la proporció de radiolligand 

unit a tot allò que no sigui receptor, es va determinar en presència d’una solució 

d’atropina 1 μM. 

 

Com s’ha comentat, en un experiment de saturació s’incuben les membranes amb 

concentracions creixents de radiolligand. Assumint que el lligand s’uneix a un 

nombre finit de receptors, el fenomen pot descriure's de forma similar al 

desenvolupament de Michaelis-Menten per interacció enzim–substrat. En la seva 

forma més simple, la unió lligand–receptor pot descriure com una interacció 

bimolecular del tipus: 

 

[L] + [R]    ↔   [LR] 

 

On [L] és la concentració de lligand lliure, [R] la de receptors lliures i [LR] la de 

complexos lligand–receptor. L’equació que resumeix el procés és la següent: 

 
        

 

A l’equació, B és la quantitat de radiolligand fixat en equilibri, Bmax és el nombre 

màxim de llocs de fixació i KD és la constant de dissociació del complex 

radiolligand–receptor (concentració de lligand lliure necessària per obtenir un 50 

% d’ocupació). KD i Bmax es mesuren d’una forma senzilla mitjançant la 

transformació Scatchard (Scatchard, 1949). Partint de l’equació anterior, invertint 

termes i multiplicant-los per la Bmax s’obté, després d’ordenada, l’equació de 

Scatchard: 

 

 

 

La representació de B/L enfront de B dóna lloc a una recta quan el lligand s’uneix a 

un únic lloc de fixació, el pendent del qual és – 1/KD i les interseccions dels quals 

Bmax     [L] 

[L] + KD       
B =             

  B  .    Bmax   .    l  .  
B

L KD  KD  
= - 
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amb els eixos d’ordenades i abscisses són, respectivament, Bmàx/KD i Bmàx. 

Tanmateix, la linealització de Scatchard assumeix que la unió del radiolligand es fa 

sobre una població homogènia de receptors, així, per determinar possibles 

desviacions d’aquesta premissa, es van analitzar les dades experimentals amb la 

linealització de l’equació de Hill: 

 

  

 

 

 

On n representa el pendent de la recta i es denomina coeficient de Hill (nH). 

Valors de nH propers a 1 indiquen l’existència d’una població homogènia de 

receptors, mentre que valors diferents posen de manifest la interacció del 

radiolligand amb més d’un receptor o bé amb una població heterogènia de 

receptors. 

 

Els valors experimentals de fixació es van analitzar amb el programa LIGAND 

(Munson and Roadbard, 1980) que conté el paquet informàtic RADLIG (ELSEVIER-

BIOSOFT). Es van fer cinc experiments independents per cada radiolligand, 

cadascun dels quals per triplicat i els valors obtinguts van representar la mitjana ± 

EEM. 

 

c) Estudis de competició 

En aquests estudis es va valorar la capacitat dels heterodímers per desplaçar la 

fixació específica de [H3]-pirenzepina dels receptors muscarínics M1 o bé la fixació 

de [H3]-QNB (lligand inespecífic dels receptors muscarínics) en presència de 

pirenzepina 10 μM (per bloquejar els receptors M1) en el cas dels receptors M2. Es 

van incubar per triplicat les mostres amb concentracions creixents de cada fàrmac 

en presència d’una concentració fixa de radiolligand propera a la KD ([3H]-

pirenzepina 1 nM o bé [3H]-QNB 2nM més pirenzepina 10 μM). La radioactivitat 

inespecífica es va determinar incubant el teixit sense fàrmac i amb atropina 1 μM. 

       [B]        . 

Bmàx – [B] 
log = nlog [B] – log KD 
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La radioactivitat total es va mesurar substituint el fàrmac per tampó fosfat pH 7,4. 

La quantitat de teixit, el medi i les condicions d’incubació foren idèntiques a les 

utilitzades en els experiments de saturació. 

 

 

Els resultats obtinguts en els estudis de competició es van analitzar per determinar 

la CI50, és a dir, la concentració del fàrmac a la qual s’inhibeix el 50 % de fixació 

específica del radiolligand; aquesta dada es podria calcular de forma precisa 

mitjançant l’equació de Hill: 

 

 

 

 

on %B és el percentatge de radiolligand desplaçat per una concentració [I] de 

competidor. La representació de log [%B/100-%B] enfront a –log [I] dóna lloc a 

una recta el pendent de la qual és nH, coeficient de Hill. El valor d’intersecció amb 

l’eix de les abscisses és igual al –log CI50. Un coeficient de Hill igual a 1 indica una 

relació 1 a 1 entre lligand i receptor si el valor de nH és diferent de la unitat, això 

indica que hi ha una interacció més complexa entre lligand i receptor, o bé pot 

assenyalar l’existència d’una població heterogènia de llocs de fixació. La CI50 ve 

relacionada amb la Ki (constant de dissociació del competidor enfront al lloc de 

fixació del radiolligand) mitjançant l’equació de Cheng-Prusoff (Cheng and Prusoff, 

1973): 

 

 

 

 

Per a aquests estudis es van fer un mínim de quatre experiments per cada fàrmac i 

receptor, cada experiment es va fer per duplicat. Les CI50 Ki i els coeficients de Hill 

es van calcular com la mitjana ± EEM. Les comparacions estadístiques es van fer 

mitjançant el test t de Student amb un nivell de significació fixat en p < 0,05. Els 

log      %B       . 

100 - %B 
= nH log [I] + n log CI50 

Ki = 
     [CI50]      . 

L + [L]/KD 
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resultats obtinguts es van analitzar mitjançant el programa de programari LIGAND 

paquet informàtic RADLIG (ELSEVIER-BIOSOFT), ajustant els punts experimentals 

mitjançant regressió no lineal a un model d’un sol lloc d’unió. 
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2.3 Estudis de neuroprotecció en cèl·lules PC12 

 

2.3.1 Cultiu cel·lular i tractament experimental 

En els estudis de neuroprotecció realitzats es va utilitzar la línia cel·lular PC12; 

aquestes cèl·lules són tumorals, derivades de feocromocitoma de medul·la adrenal 

de rata. Gràcies al seu origen neural aquestes cèl·lules es poden diferenciar en 

neurones mitjançant la incorporació de factor de creixement neural (NGF) al medi 

de cultiu. En els treballs realitzats es van utilitzar cèl·lules PC12 indiferenciades i 

cèl·lules PC12 diferenciades. 

 

Les cèl·lules PC12 es van cultivar a 37 °C en una atmosfera humidificada que 

contenia CO2 al 5 %. Es va utilitzar medi RPMI 1640, complementat amb sèrum 

fetal boví inactivat al 5 % (v/v), sèrum de cavall inactivat al 10 % (v/v), glucosa 14 

mM, HEPES 10 mM, glutamina 2mM, piruvat 1 mM, 100 U/ml de penicil·lina i 100 

U/ml d’estreptomicina. Una vegada van arribar a la confluència les cèl·lules es  van 

sembrar en plaques de 6 o 24 pous, prèviament tractades amb poli-L-lisina al 50 

% (p/v). La densitat cel·lular a les plaques de sis pous va ser de 30.000 cèl·lules/ml 

i a les de 24 pous, de 200.000 cèl·lules/ml.  

 

Passades 24 hores del moment de la sembra es va procedir a la diferenciació amb 

NGF de les cèl·lules sembrades en plaques de sis pous, o al tractament amb 

diferents fàrmacs de les cèl·lules sembrades en plaques de 24 pous. 

 

Per a la diferenciació cel·lular de la línia cel·lular PC12 es van incubar en presència 

de NGF a una concentració de 100ng/ml durant set dies, i posteriorment es va 

procedir al tractament amb els diferents fàrmacs (fig. 21). 
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Amb la finalitat d’induir l’estrès oxidatiu es va utilitzar peròxid d’hidrogen (H2O2) 

en un ampli rang de concentracions que es van preparar a partir d’una solució 

mare (30 % p/v) just abans de cada experiment. Amb l’objectiu de seleccionar la 

concentració de H2O2 necessària per induir una mortalitat del 50 % es va fer una 

corba concentració–resposta (fig. 22) a partir de la qual es va obtenir una 

concentració eficaç 50 (CE50) de 208,5 μM. En conseqüència, es va utilitzar la 

concentració de 200 μM per als assajos de viabilitat cel·lular. 

 

Després del pretractament de 24 o 48 hores amb els fàrmacs objecte d’estudi, es 

va afegir el peròxid d’hidrogen 200 μM a les cèl·lules durant dues hores. 

Transcorregut el temps d’exposició al H2O2 les cèl·lules es van rentar amb PBS i es 

van fer els assajos de vialitat cel·lular o de determinació d’activitat de la superòxid 

dismutasa (SOD). La vitamina E 5 μM es va utilitzar com a control positiu de 

A 

B 

Fig 21 Tractaments de les cèl·lules abans del començament dels experiments. 
A. Diferenciació de les cèl·lules PC12 amb NGF-β. S’incuben durant 7 dies amb 
NGF- β 100ng/ml. Una vegada diferenciades s’inicien els experiments. 
B. Esl experiments amb cèl·lules indiferenciades comencen 24 hores després de la 
sembra a les plaques sense cap tractament previ. 
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l’increment de la viabilitat cel·lular en presència de H2O2 i va donar els resultats 

esperats (78 % ± 2 % de percentatge de protecció p < 0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 Assaig de determinació de la viabilitat cel·lular 

La viabilitat cel·lular es va avaluar mitjançant la reducció del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difenil-tetrazoli bromidi (MTT). Els mitocondris actius de les cèl·lules vives 

poden reduir el MTT per produir formazan, la quantitat del qual està directament 

relacionada amb el nombre de cèl·lules vives. Per determinar la viabilitat de les 

cèl·lules després dels diferents tractaments es va retirar el medi i porteriorment es 

va afegir al cultiu el MTT dissolt en medi de cultiu a una concentració de 0,5 

mg/ml durant 30 minuts. Posteriorment es van eliminar les restes de medi i es va 

dissoldre el formazan resultant en DMSO. La quantitat final de formazan va ser 

quantificada per determinar l’absorbància a les longituds d’ona de (λ) 585 nm i 

620 nm utilitzant l’espectrofotòmetre Multiskan (Labsystems multiskan MS, type 

208,5 μM 
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Fig 22. Corba que mostra la relació entre la concentració de H2O2 (μM) i el 
percentatge de viabilitat de les cèl·lules PC12. Les dades representen la mitjana 
dels percentatges de viabilitat ± l’error estàndard de com a mínim tres 
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352). L’absorbància final és el resultat de la diferència d’absorbàncies: absorbància 

a 595 menys absorbància a 620 (fig. 23). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

2.3.3 Assaig per a la determinació de l’activitat de la superòxid dismutasa 

La superòxid dismutasa (SOD) catalitza la dismutació de l’anió superòxid (O2-) a 

peròxid d’hidrogen i oxigen molecular. La seva activitat fa que sigui un dels enzims 

oxidatius més importants. Amb l’objectiu de determinar l’activitat de la SOD en les 

nostres cèl·lules vam utilitzar el SOD assay Kit-WST. Aquest test permet mesurar 

l’activitat de la SOD en el llisat provinent de les nostres cèl·lules tractades. El test 

incorpora una sal tetrazòlica altament soluble en aigua (sal de Dojindo) que quan 

és reduïda amb un anió superòxid produeix formazan soluble en aigua; el grau de 

reducció amb O2 està linealment relacionat amb l’activitat de la xantina oxidasa 

(XO), que és inhibida per la SOD (fig. 24). Aquest test va permetre calcular 

l’activitat de la SOD mitjançant una reacció colorimètrica. 

 

Fig 23. Les cèl·lules PC12 diferenciades i indiferenciades es van incubar amb els 
fàrmacs a assajar durant les 24 i 48 hores a l’addició al medi del H2O2 200 μM. 
Posteriorment es va procedir a la determinació de la viabilitat cel·lular. 
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2.3.4 Càlculs 

Les modificacions de viabilitat cel·lular observades en els diferents grups de 

tractament es van calcular com a percentatge en relació amb la mitjana del grup 

control (percentatge de supervivència). El percentatge de neuroprotecció va ser 

calculat emprant l’equació següent (Ved et al., 1997): 

 
 
     
 
 
L’activitat de la SOD (% inhibició) es calcula amb l’equació següent, 

proporcionada pel SOD assay kit-WST: 

 
 
     
 
 

= 
Supervivència (Fàrmac i H2O2) – Supervivència (H2O2) 

Supervivència (Control positiu) – Supervivència (H2O2) 
X 100 % Protecció 

= 
 ( Abs blanc1 – Abs blanc3) – (Abs mostra –Abs blanc2) 

                       (Abs blanc1 – Abs blanc3) 
X 100 % Inhibició 

Fig 24 Les cèl·lules PC12 indiferenciades i diferenciades es van incubar amb els 
fàrmacs a tractar durant les 24 i 48 hores prèvies a l’addició del H2O2 200 M. 
Posteriorment es van llisar i es va procedir a la determinació de l’activitat de la 
SOD amb el SOD assay kit-WST. 
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 Mostra Blanc 1 
Blanc 

2 

Blanc 

3 

Mostra X  X  

H2O 
bisdestil·lada 

 X  X 

WST solució de 
treball 

X X X X 

Solució de 
treball de 
l’enzim 

X X   

Tampó diluent   X X 

 
 

L’activitat de la SOD es relativitza amb la quantitat de proteïna, de manera que el 

resultat final s’expressa en activitat de l’enzim per μg de proteïna total. 

 

 

 

3. ANÀLISI ESTADÍSTICA 

 

En tots els casos, els resultats s’han expressat com la mitjana ± l’error estàndard, 

com a mínim, de tres experiments realitzats per triplicat. 

 

Per analitzar les diferències entre els grups de tractament es va utilitzar el test de la 

t de Student de dues cues per grups desaparellats. Per comprovar les mitjanes de 

més de dos grups es va fer servir el test d’anàlisi de la variància (ANOVA) d’un 

factor seguit del test de Dunnett o del Tukey test. El nivell de significació es va 

fixar en p < 0,05. 
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1. ESTUDIS D’AGREGACIÓ 

 
1.1 Agregació del pèptid PrP106-126 

 

Hi ha gran varietat de malalties que poden presentar causes i mecanismes comuns, 

entre altres, la fibril·lació, l’agregació i l’acumulació de proteïnes en el cervell que 

condueixen a la mort neuronal. En la malaltia d’Alzheimer és el pèptid βA el que 

segueix aquest procés, mentre que en les malalties priòniques ho és PrP. Malgrat 

això el procés és molt similar, amb la principal diferencia de que les demències 

priòniques tenen un curs més ràpid que la demència tipus Alzheimer.  

 

La similitud dels processos que condueixen a ambdues malalties ens va portar a 

estudiar el procés d’agregació de PrP i si l’AChE, que té un clar paper potenciador 

en l’agregació de  βA, també ho té en el procés d’agregació de PrP. Per tal de dur 

a terme aquests estudis es van utilitzar els pèptids priònics PrP106-126 i PrP82-146. El 

primer d’ells, PrP106-126,  conté una seqüència on es produeix el plegament β, i el 

segon, PrP82-146, també conté aquesta regió però és més llarg i té un procés 

d’agregació més lent que ens permet observar en més detall algunes de les 

característiques del procés. 

 

1.1.1 Cinètica d’agregació de PrP106-126 

La cinètica de formació de fibres de PrP106-126 en presència i absència d’AChE va 

ser analitzada durant un període de 72 hores. Respecte la cinètica d’agregació 

portada a terme en presència d’AChE (2,5 μM) mostrava un increment significatiu 

i progressiu de la MMA, que arribà als seus valors màxims després de 48 i 72 hores 

d’incubació (13.600 ± 136 i 13.943 ± 502 μm2, respectivament; p < 0,001; fig. 

25). Després d’una hora d’incubació, els valors MMA de les mostres incubades en 

presència d’AChE (5.224 ± 563 μm2), eren molt més elevats que els de les mostres 

control incubades en absència de l’enzim.  
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Fig 25. Cinètica de formació de MMA (mida màxima dels agregats) de PrP106-126 
(1mM) en absència i presència d’AChE (2,5 μM) en tris-HCl pH 7,0, a temperatura 
ambient. Les mostres es van analitzar amb microscopi de fluorescència i els MMA 
van ser quantificats amb el Qwin Standard-image analysis program. Els resultats 
s’expressen com mitjana ± error estàndard mitjà (EEM) de la mida màxima dels 
agregats (MMA) com a mínim de quatre experiments realitzats per triplicat. *** p 
< 0,001 comparat amb el grup control. Barra de 100 μm. Augments 10x. 

PrP 106-126 1h PrP 106-126 72h 

PrP 106-126 +  
AChE  1h 

     PrP 106-126 +  
    AChE 48h 

PrP 106-126 +  
AChE  72h 

PrP 106-126 48h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.2 Efecte de la concentració d’AChE en el procés d’agregació PrP106-126  

Com que l’efecte màxim de l’agregació de PrP106-126 induït per l’AChE es va 

observar entre les 48 i les 72 hores d’incubació, es va estudiar l’efecte de diferents 

concentracions de l’enzim sobre dita agregació transcorregudes 48 hores des de 

l’inici de la incubació. Amb aquest objectiu es va incubar el pèptid en presència 

d’AChE a les concentracions de 0,31, 0,62, 1,25 i 2,50 μM.  
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Fig 26. Valors de MMA de PrP106-126 1mM incubats durant 48 h en 
concentracions creixents d’AChE. Les mostres es van analitzar amb microscopi 
de fluorescència i la MMA va ser quantificada amb el Qwin Standard-image 
analysis program. Els resultats s’expressen com a mitjana ± EEM de la mida 
màxima dels agregats (MMA) com a mínim de quatre experiments realitzats 
per triplicat. *** p < 0,001 comparat amb el grup control. Barra de 100 μm. 

PrP 106-126  +   AChE  
0,31 μM 48h 

PrP 106-126  +   AChE  
0,62 μM 48h 

PrP 106-126  +   AChE  
1,25 μM 48h 

PrP 106-126  +   AChE  
2,50 μM 48h 
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Tal com es pot observar a la figura 26 ja a la concentració de 0,31 μM s’aprecia un 

increment significatiu de la mida màxima dels agregats (p < 0,001), incrementant 

aquesta de manera dependent a la concentració. 

 

1.1.3 Estudis d’inhibició de l’agregació de PrP106-126 induïda per AChE 

Com que s’ha descrit que l’efecte pro-agregant de l’AChE sobre el pèptid βA està 

relacionat amb el lloc perifèric i s’ha demostrat que els inhibidors específics 

d’aquest inhibeixen l’efecte; s’ha estudiat l’acció antiagregant de diferents tipus 

d’IAChE: competitius, no competitius i mixts (taula 2). 

 

 
Taula 2. Inhibició de l’agregació de PrP106-126 induïda per l’AChE 2,5 μM. Tipus 
d’activitat acetilcolineteràsica i IC50 enfront a l’AChE bovina o humana. 
 

COMPOSTOS  
100 μM 

% INHIBICIÓ DE  
L’AGREGACIÓ 

TIPUS DE  
D’INHIBICIÓ AChE IC50 nM Referència 

Propidi 87 % ± 5% No competitiva 3,23 ± 0,22 x 104 
(Bartolini et al., 

2003a)h 

Huprina X 84 % ± 3% mixta 4,23 ± 0,86 
(Roman et al., 

2002b)b 

Huprina Y 69 % ± 5% mixta 6,98 ± 0,42 
(Alcala et al., 

2003b) b 
Huprina Z 89 % ± 6% mixta 5,09 ± 1,05 

(Alcala et al., 
2003c) b 

Huperzina A 15 % ± 2% competitiva 74,05 ± 5,50 
(Alcala et al., 

2003d) b 

Tacrina 16 % ± 1% mixta 130 ± 10 
(Alcala et al., 

2003e) b 
h= AChE humana 
b=AChE bovina 

 

 

S’ha descrit que el iodur de propidi inhibeix el lloc perifèric de l’AChE (Taylor and 

Lappi, 1975;Taylor and Radic, 1994) i ha estat àmpliament demostrat que pot 

inhibir l’agregació de βA induïda per AChE (Bartolini et al., 2003b;Inestrosa et al., 

1996).D’acord amb aquestes dades, quan PrP106-126 i l’AChE van ser incubats 

simultàniament amb iodur de propidi 100 μM es va obtenir una IC50 d’1,27 ± 0,1 

μM i una reducció del 87 % de la MMA (fig. 27). 

 

 

106-126 48h 
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Fig 27.  A) Determinació de la capacitat inhibidora de l’agregació de PrP106-126 (1 
mM) induïda per AChE (2,5 μM) de diferents fàrmacs (100 μM): iodur de propidi 
(Prop), Huprina X (HX), Huprina Y (HY), Huprina Z (HZ), Huperzina A (HupA) i 
Tacrina (THA). Els resultats representen la mitjana ± EEM com a mínim de tres 
experiments realitzats per triplicat. a p < 0,001 respecte del control; *** p < 0,001 
respecte de l’AChE. 
 
B) Les imatges són representatives de microscòpia fluorescent de la capacitat 
inhibidora d’alguns fàrmacs de l’agregació de PrP106-126 induïda per AChE. Les 
fotografies representen d’esquerra a dreta PrP106-126 tractat amb: AChE 2,5 μM, 
AChE 2, 5μM i propidi 100 μM, AChE 2,5 μM i HX 100 μM, AChE 2,5 μM i HY 100 
μM i AChE 2,5 μM i HZ 100 μM. Barra de 100 μm x10 augments. 

PrP 106-126  + 
AChE + Prop 48h 

PrP 106-126  + 
AChE + HX 48h 

PrP 106-126  + 
AChE + HY 48h 

PrP 106-126  + 
AChE + HZ 48h 

PrP 106-126  + 
AChE 2.5 μM 48h 
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Tant el iodur de propidi com les huprines X, I i Z van revertir l’efecte agregant de 

l’AChE mentre que la huperzina A i la tacrina no va modificar de forma 

significativa l’agregació de PrP106-126 induïda per l’AChE (fig. 27). 

 

L’efecte d’aquests compostos sobre l’agregació induïda per l’AChE es va 

determinar 48 hores després de la incubació i l’agregació va ser analitzada 

mitjançant microscòpia de fluorescència.  

 

 

1.1.4 Estudis de l’estructura amiloide dels agregats de PrP106-126: tinció vermell 

Congo i anàlisi per microscòpia electrònica 

La natura dels agregats generats per PrP106-126 en absència i presència de l’AChE va 

ser examinada amb llum polaritzada (prèvia tinció amb vermell Congo) i amb 

microscòpia electrònica. 

 

Com es pot observar a la figura 28, els agregats macromoleculars de PrP106-126 i 

PrP106-126-AChE mostren propietats de tinció i òptiques típiques d’estructures 

amiloides quan són observades amb un microscopi de llum polaritzada després 

d’una tinció amb vermell Congo (colorant que només tenyeix estructures 

amiloides). Les propietats birefringents dels agregats són més remarcables quan les 

mostres han estat incubades amb AChE atès el notable increment de la mida dels 

agregats. 

 

L’estructura amiloide dels agregats també va ser confirmada per l’anàlisi amb 

microscòpia electrònica. En absència i presència d’AChE, els agregats de PrP106-126 

tenyits amb acetat d’uranil mostren que estan formats per fibres no ramificades 

entre 4–8 nm de diàmetre (fig. 28). Com pot observar-se la quantitat de fibres 

amiloides és superior en les mostres incubades amb AChE. 
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Fig 28. A) Microfotografies fluorescents d’agregats generats in vitro durant 48 hores 
d’incubació amb PrP106-126 (1mM) curmarinada: (1) controls, (2) AChE 2,5 μM i (3) 
AChE 2,5 μM amb iodur de propidi 100 μM. Barra de 100 μm. Augments 10x. 
 
B) Tinció vermell Congo d’agregats generats in vitro durant 48 hores d’incubació 
amb PrP106-126 (1mM) curmarinada: (1) controls, (2) AChE 2,5 μM i (3) AChE 2,5 
μM amb iodur de propidi 100 μM. Barra de 50 μm. Augments 40x. 
 
C) Fotografies realitzades amb microscopi electrònic de transmissió TEM d’agregats 
generats in vitro durant 48 hores d’incubació amb PrP106-126 (1mM) curmarinada: 
(1) controls, (2) AChE 2,5 μM i (3) AChE 2,5 μM amb iodur de propidi 100 μM. 
Barra de 100 nm. Augments 70.000x. 
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1.2 Agregació del pèptid PrP82-146 

 

Degut als resultats obtinguts amb el peptid PrP106-126 en presencia d’AChE, vam 

considerar de gran interès analitzar si aquest efecte proagregant de l’enzim també 

es posava de manifest amb el pèptid priònic PrP82-146. Aquest pèptid conté la 

regió del plegament β com PrP106-126, però tot i contenir aquesta seqüència te un 

major número d’aminoàcids pel que el seu temps d’agregació i fibril·lació és més 

llarg. 

 

1.2.1 Efecte de l’AChE en el procés d’agregació de PrP82-146 

Per estudiar l’habilitat de l’AChE per potenciar el procés d’assemblatge de PrP82-

146 curmarinada, es va seguir un procés experimental semblant al descrit per 

PrP106-126. Com es pot observar a la figura 29, quan el pèptid es va incubar en 

absència de l’enzim la formació dels agregats es va produir de manera molt ràpida 

fins a una hora d’incubació. Transcorregut aquest període de temps la MMA és de 

794 ± 45 μm2, la qual cosa representa un 54 % del valor màxim de MMA 

obtingut en una cinètica en absència d’AChE 

En cap cas no es va observar la presència d’agregats fluorescents a les mostres 

realitzades amb scrambled PrP82-146, ni en absència ni en presència d’AChE. 

 

Quan es van dur a terme els experiments en presència de l’enzim (AChE 2,50 μM), 

igual que en el cas de la PrP106-126 es va obtenir un significant i progressiu 

increment de la MMA i es va arribar als seus valors màxims transcorreguts entre 5 i 

6 dies d’incubació (6984 ± 55 μm2 i 7490 ± 78 μm2). Aquest valors són 

aproximadament set vegades més alts que els obtinguts en mostres control sense 

AChE al mateix temps d’incubació. Cal destacar que ja a una hora d’incubació, els 

valors de MMA eren un 230 % per sobre que els valors de les mostres incubades 

sense AChE. 
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A més a més, es va observar una correlació negativa entre les concentracions de 

PrP82-146 curmarinada i d’AChE. L’increment màxim dels valors de MMA va ser 

obtingut quan la ràtio de PrP82-146 era 50:1 (3115 ± 79 %; fig. 30). 

Fig 29. Cinètica d’agregació de la MMA formats per PrP82-146 curmarinat (1 mM 
en absència i presència d’AChE (2,5 μM) en 100mM Tris-HCl, pH 7.0, a 
temperatura ambient. Les mostres van ser analitzades amb microscopi de 
fluorescència i la MMA va ser quantificada amb el programada d’anàlisi Leica 
Qwin-Standard. Els resultats s’expressen com a mitjanes ± EEM de la mida 
màxima dels agregats MMA μm2 de com a mínim quatre experiments duts a 
terme per triplicat. ***< 0,001 respecte el grup control.  
Micrografies de fluorescència dels agregats de PrP82-146 (1mM) curmarinada 
generats in vitro en absència i en presència d’AChE (2,5 μM). Barra de 100 μm. 
Augments 10x. 
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La coincubació de PrP82-146, AChE i iodur de propidi (100 μM) durant 48 hores 

indueix una inhibició de l’agregació induïda per l’AChE de fins al 78 % ± 9 % (fig. 

31) i aquest efecte es va mantenir constant en diferents temps d’incubació (0, 24, 

48 i 72 hores) 

 

 

 

 

 

Fig 30. MMA obtinguda després de la incubació de PrP82-146 a diferents 
concentracions en presència d’AChE a una concentració constant (2,5 μM) en 100 
mM Tris-HCl, a temperatura ambient. Els resultats s’expressen com a mitjana ± 
EEM del la MMA % dels valors control (mostres sense AChE) com a mínim de tres 
experiments duts a terme per triplicat. ***< 0,001. 
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1.2.2 Anàlisi estructural dels agregats de PrP82-146 

Les propietats tintorials i d’ultraestructura dels agregats generats per PrP82-146 en 

absència i presència d’AChE també van ser examinats sota llum polaritzada, 

microscòpia electrònica de transmissió i en aquest cas també es va analitzar el 

procés d’agregació a través del microscopi de força atòmica. 

 

a) Microscopi de llum polaritzada: com es pot observar a la figura 32, els agregats 

macromoleculars de PrP82-146 mostren propietats tintorials i òptiques d’estructures 

amiloides.  Van mostrar birefringència en ser observades sota llum polaritzada 

Fig 31. Inhibició de l’iodur de propidi (100 μM) de deposició de PrP82-146 (1mM) 
induïda per AChE (2,5 μM) després de 48 hores d’incubació. Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± EEM de la MMA (μm2) de com a mínim tres 
experiments duts a terme per triplicat. ***p < 0,001. Barra de 100 μm. Augments 
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després de la tinció amb vermell Congo. Les propietats birefringents dels agregats 

eren més evidents quan l’AChE hi era present, atesa la seva major mida. 

Tanmateix, quan les mostres es van incubar en presència d’iodur de propidi (100 

μM), inhibidor del lloc perifèric de l’AChE, la mida dels agregats es va reduir de 

forma considerable (fig. 32), d’acord amb el que havíem observat amb el 

microscopi de fluorescència. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Microscopi electrònic: l’estructura amiloide dels agregats també va ser 

confirmada amb l’anàlisi amb microscòpia electrònica. Tant amb AChE com sense, 

Fig 32. A) Micrografies de microscopi electrònic dels agregats generats in vitro de 
PrP82-146 (1mM), revelats amb una tinció negativa: (1) control, (2) AChE 2,5 μM, 
i (3) AChE i iodur de propidi (100 μM) transcorregudes 48 hores d’incubació. 
Barra de 100 nm. Augments 70.000. 
 
B) Tinció amb vermell Congo d’agregats de PrP82-146 (1mM) analitzats amb 
microscopi de llum polaritzada (1) control, (2) AChE 2,5 μM, i (3) AChE i iodur 
de propidi (100 μM) transcorregudes 48 hores d’incubació. Barra de 50 μm, 
Augments 40x. 
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els agregats de PrP82-146 tenyits negativament, estan compostos per fibres no 

ramificades entre 4–9 nm de diàmetre (fig. 32). La quantitat de fibres trobades a la 

gradeta va ser més gran quan les mostres havien estat incubades en presència de 

l’enzim, mentre que el nombre de fibres va disminuir en les mostres incubades 

prèviament amb iodur de propidi 100 μM. Quan la scrambled- PrP82-146 va ser 

analitzada en les mateixes condicions no es van observar agregats. 

 

c) Microscopi de força atòmica: les imatges de les mostres de PrP82-146 incubades a 

diferents temps (t = 0, 24 i 48 hores) en absència d’AChE van ser preses 

inicialment com a controls (fig. 33). A un temps d’incubació de 0 hores, petits 

punts de proteïna característics d’un procés de dewetting amb una ondulació petita 

(≤ 1 nm) van ser detectats. Aquestes petites illes distribuïdes a l’atzar sobre tota la 

superfície van ser assignades com a monòmers i /o oligòmers de PrP82-146. 

 

Com es pot veure a la fig. 33, després de 24 hores d’incubació, els oligòmers 

comencen a agrupar-se, tot mantenint la seva morfologia nadiva fins a una alçada 

de 2 nm. Aquest procés d’agregació també és reflectit en l’increment del 

recobriment de la superfície de la mica. 

 

Després de 48 hores, una major agregació de les partícules indueixen gairebé el 

total recobriment de la superfície de mica. Simultàniament, es produeix la 

formació de nous punts (atribuïts a la nova formació d’oligòmers) a la superfície 

de la monocapa; en certes situacions aquests semblen capaços d’actuar com a 

precursors per a la formació de fibril·les. 

 

Les imatges de MFA del procés d’agregació de PrP82-146 en presència d’AChE es 

mostren a la fig 33. Com es pot veure a la imatge, la presència d’AChE produeix 

canvis en el procés d’agregació fins i tot a temps 0 hores. Mentre en absència 

d’AChE apareixen petits punts de proteïna amb una petita ondulació (≤ 1 nm), la 

presència de l’AChE indueix la formació d’una nanoestructura en forma de  panell 

de mel que arriba a alçades entre 2 i 4 nm. 
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Fig 33. Imatges de MFA de PrP82-146 incubat en absència d’AChE, mostres 
control (A) i en presència d’AChE (2,5 μM) (B). Incubació durant 48 hores de 
PrP82-146 en presència d’AChE (2,5 μM) i iodur de propidi (100 μM) (C). El gràfic 
representa el perfil d’extracció de la imatge B (t = 0 h) amb la línia blava i el de 
la imatge C (t = 48 h) amb la línia ombrejada. Les barres són de 400 nm per a 
totes les imatges. L’escala Z és la mateixa per a totes les imatges (8 nm). 
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Després de 24 hores, les estructures amb una alçada de 2 nm han incrementat fins 

a cobrir de manera pràcticament total la superfície de la mica, tot mantenint-ne la 

morfologia nadiva. En aquest punt es comença a apreciar la formació de petites 

fibres a la part superior de la capa proteica, d’uns 100 nm de longitud i entre 1–2 

nm d’alçada. Finalment, al cap de 48 hores d’incubació s’ha produït un total 

recobriment de la superfície de mica, i ha incrementat de manera significativa tant 

el nombre com la llargària de les fibres. 

 

Cal destacar que el patró d’agregació induït per l’AChE desapareix quan els 

experiments van ser duts a terme en presència d’iodur de propidi (inhibidor 

selectiu del lloc perifèric de l’AChE). A més a més, el patró d’agregació que 

s’observa després de 48 hores d’incubació en presència d’AChE i iodur de propidi 

és el mateix que s’observa a les mostres de PrP82-146 sense l’enzim a temps 0 hores 

(fig. 33). 

 

Marta 
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2 ESTUDI DE L’EFECTE ANTIAGREGANT I ANÀLISI DEL PERFIL 

COLINÈRGIC DELS HETERODÍMERS HUPRINA–TACRINA Hup8TCl i 

Hup8TH 

 

Degut als resultats obtinguts amb les huprines sobre l’agergació amiloidogènica es 

va analitzar l’efecte antiagregant de dos derivats de la huprina de caràcter 

heterodimèric dissenyats i sintetitzats amb l’objectiu d’interaccionar al mateix 

temps amb el lloc catalític i perifèric de l’AChE. Donat que aquests compostos eren 

de síntesi recent també es va estudiar el seu perfil colinèrgic: inhibició de les ChE, 

AChE i BChE, i la seva interacció sobre els receptors muscarínics. 

 

2.1 Estudis d’inhibició de l’agregació de PrP106-126 amb Hup8TCl i 

Hup8TH 

 

Per dur a terme la determinació de  l’efecte antiagregant d’aquests heterodímers es 

va seguir el mateix procediment descrit per a les huprines. El pèptid priònic es va 

incubar en presència d’una concentració fixa d’AChE 2,5 μM i es van afegir 

concentracions creixents, 0,1–100  μM, de Hup8TCl o Hup8TH.  

 

Tots dos fàrmacs van mostrar un potencial inhibitori clar de l’agregació de PrP106-

126 induïda per AChE, i es redueix de manera contundent la mida dels agregats del 

pèptid priònic. Les dades obtingudes es van analitzar amb el GraphPad Prism 

program  (GraphPad Software Inc., Califòrnia) i es van determinar les CI50 

(concentració a la qual el fàrmac produeix una reducció del 50 % de la mida dels 

agregats). La CI50 pel Hup8TCL va ser de 0,26342 ± 0,05 μM i de 0,06866 ± 

0,001 μM per HupTH. Les figures 34 i 35 representen la mitjana de la MMA i els 

percentatges d’inhibició de la mida dels agregats. 
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 Fig 34. Efecte de Hup8TCl (0.1μM, 1 μM, 10 μM and 100 μM) sobre l’agregació de 
PrP106-126 curmarinada (500 μM) després de 48 hores d’incubació. Els valors sobre 
les barres representen el percentatge d’inhibició de la MMA induït per HupTCl. El 
gràfic representa la corba concentració–resposta de Hup8TCl en presència d’1,25 
μM AChE (IC50 = 0,26342 ± 0,05 μM) transcorrregudes 48 hores d’incubació. 
L’IC50 va ser calculada mitjançant una anàlisi de regressió no lineal de les dades 
experimentals fent servir el GraphPad Prism Program  (GraphPad Software Inc., 
Califòrnia). Els resultats s’expressen com la mitjana ± EES de la mida màxima dels 
agregats (MMA; μm2) de com a mínim quatre experiments duts a terme per 
triplicat ***<0,001, **< 0,01 versus el grup d’AChE. 
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2.2 Determinació de l’activitat anticolinesteràsica in vitro 

 

A continuació es va procedir a determinar la CI50 dels fàrmacs, és a dir, la 

concentració necessària que cal per inhibir l’activitat màxima de l’enzim en un 50 

%. Les corbes d’inhibició es van determinar per triplicat incubant com a mínim 

dotze concentracions de l’inhibidor durant quinze minuts, i es va fer un mínim de 

sis experiments per cada fàrmac. Com a controls es van fer servir solucions en 

Fig 35. Efecte de Hup8TCl (0,1 μM, 1 μM, 10 μM and 100 μM) sobre l’agregació 
de PrP106-126 curmarinada (500 μM) després de 48 hores d’incubació. Els valors 
sobre les barres representen el percentatge d’inhibició de la MMA induït per 
HupTCl. El gràfic representa la corba concentració–resposta d’Hup8TCl en 
presència d’1,25 μM AChE (IC50 = 0,06866 ±0,001 μM) transcorrregudes 48 
hores d’incubació. L’IC50 va ser calculada mitjançant una anàlisi de regressió no 
lineal de les dades experimentals fent servir el GraphPad Prism Program  
(GraphPad Software Inc., Califòrnia). Els resultats s’expressen com la mitjana ± 
EES de la mida màxima dels agregats (MMA; μm2) com a mínim de quatre 
experiments duts a terme per triplicat ***< 0,001, **< 0,01 versus el grup 
d’AChE. 
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absència dels fàrmacs inhibidors, la qual cosa representaria la màxima activitat 

enzimàtica (100 %), i es va calcular el percentatge d’inhibició de l’enzim per 

cadascuna de les concentracions del fàrmac. Els mateixos experiments es van dur a 

terme per a la tacrina, la huperzina A i la huprina Y per poder comparar les dades 

obtingudes amb els heterodímers amb els compostos inicials dels quals deriven. 

 

A la taula 3 es representen els valors de CI50, així com les dades comparant la 

inhibició de l’AChE humana enfront de l’AChE bovina i la BuChE humana per 

Hup8TCl, Hup8TH, huprina Y, huperzina A i tacrina, utilizant els tres últims com a 

compostos de referència. Els dos heterodímers es van  mostrar més actius que els 

tres compostos de referència per inhibir l’AChE. Tots mostren una capacitat 

inhibitòria major sobre l’activitat de la BChE que els compostos de referència, però 

cal destacar que presenten una major activitat sobre l’AChE que sobre la BChE. A 

més a més, tots dos mostren una major selectivitat per l’AChE humana que per 

l’enzim boví. 

 

 

 

Compost n R CI50 (nM) AChE 
bovina 

CI50 (nM) AChE 
humana 

CI50 (nM) BChE 
humana 

(±)-Hup8TH 8 H 1,26 ± 0,13 0,33 ± 0,01 4,74 ± 0,09 

(±)-Hup8TCl 8 Cl 2,09 ± 0,11 0,4 ± 0,03 7,80 ± 0,07 

(±)-Huprina Y 8  4,23 ± 0,86 0,78 ± 0,02 236 ± 9 

(-)-Huperzina-A 8  74,0 ± 5,5 260 ± 18 > 10000 

Tacrina 8  130 ± 10 205 ± 18 43,9 ± 17 

 

 

 

 

 

Taula 3. Actvitat inhibitòria in vitro dels heterodímers Hup8TCl, Hup8TH i de la 
huprina Y, la huperzina A i la tacrina sobre l’activitat dels enzims AChE i BChE. 

Les dades representen la mitjana ± EEM del nombre d’experiments indicats (n), 
realitzats per triplicat. 
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2.3 Estudis de fixació de radiolligands als receptors muscarínics 

 

2.3.1 Estudis de fixació de radiolligands als receptors muscarínics M1 

a) Estudis de saturació: mitjançant els estudis de saturació es va estudiar la fixació 

específica de la [3H]-pirenzpina, antagonista dels receptors muscarínics M1. Aquests 

experiments van permetre determinar la fixació del radiolligand en preparacions 

de membranes obtingudes a partir d’hipocamp de rata, informació necessària per 

analitzar les corbes de desplaçament que es determinen a continuació. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La fixació de [3H]-pirenzepina als receptors M1 va ser un procés saturable i d’alta 

afinitat (de l’ordre nM). A més a més, l’anàlisi de les corbes obtingudes per 

saturació no lineal va indicar la presència d’una població homogènia de receptors 

en les preparacions utilitzades. Les anàlisis posteriors de saturació mitjançant la 

regressió de Hill va donar un coeficient de Hill proper a la unitat, la qual cosa va 

Fig 36. Fixació de [3H]-pirenzepina a membranes d’hipocamp de rata: experiment 
de saturació representatiu. A l’eix d’ordenades s’ha representat la fixació 
específica, obtinguda en fer la diferència entre la fixació total i la fixació 
inespecífica. En abscisses es representa la concentració nM de radiolligand 
utilitzada. 
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indicar que no hi havia cooperativitat en la fixació del radiolligand i va confirmar 

que la [3H]-pirenzepina es fixava a una única població de receptors. El valor 

obtingut per la constant de dissociació KD del radiolligand després de realitzar cinc 

experiments independents, cadascú per triplicat va ser d’1,75 ± 0,21 nM; el 

nombre màxim de llocs de fixació Bmax fou igual a 25,51 ± 3,60 fmol/mg teixit.  

A la figura 36 es mostra una figura representativa dels experiments de saturació 

amb [3H]-pirenzepina a partir dels quals es van obtenir aquestes dades.  

 

b) Estudis de competició: en els experiment de competició es va valorar la capacitat 

d’Hup8TCl i Hup8TH per desplaçar la fixació específica de la pirenzepina als 

receptors M1. Amb aquesta finalitat les preparacions de membranes es van incubar 

amb una concentració de [3H]-pirenzepina propera a la KD, prèviament obtinguda 

en els experiments de saturació, juntament amb concentracions creixents dels 

fàrmacs objecte d’estudi.  

 

Ambdós compostos van inhibir de forma completa la fixació específica de la [3H]-

pirenzepina als receptors muscarínics M1. les corbes de desplaçament van ser 

monofàsiques amb un coeficient de Hill no significativament diferent de la unitat. 

Gràcies a l’ajust de regressió lineal realitzat amb el programa informàtic GraphPad 

Prism (GraphPad Software Inc., Califòrnia), es va comprovar que efectivament el 

model s’adaptava a un sol lloc de fixació (població homogènia de receptors) i es 

van obtenir valors de CI50 i Ki (constant d’inhibició de la fixació de la [3H]-

pirenzepina a cadascun dels heterodímers); es poden observar a la taula 4. Com es 

pot veure a la taula no hi ha diferències significatives en l’afinitat dels dos 

heterodímers pels receptors muscarínics M1, tots dos tenen una elevada afinitat en 

el rang nM. 
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2.3.2 Estudis de fixació de radiolligands als receptors muscarínics M2 

a) Estudis de saturació: en els estudis de saturació sobre els receptors muscarínics 

M2 es va utilitzar com a radiolligand el [3H]-QNB, antagonista específics dels 

receptors muscarínics, juntament amb una quantitat fixa de pirenzepina (10 μM) a 

fi de bloquejar els receptors M1. De nou els experiments de saturació van permetre 

caracteritzar la fixació d’aquest radiolligand a preparacions de membrana 

d’hipocamp de rata.  

 

La fixació de [3H]-QNB als receptors muscarínics va ser un procés saturable i d’alta 

afinitat (de l’ordre nM). A més a més, l’anàlisi de les corbes obtingudes per 

saturació no lineal va indicar la presència d’una població homogènia de receptors 

en les preparacions utilitzades. Les anàlisis de saturació posteriors mitjançant la 

regressió de Hill va donar un coeficient de Hill proper a la unitat, la qual cosa va 

indicar que no hi havia cooperativitat en la fixació del radiolligand i va confirmar 

que la [3H]-QNB es fixava a una única població de receptors. El valor obtingut per 

la constant de dissociació KD del radiolligand després de fer cinc experiments 

independents, cadascun per triplicat va ser de 4,63 ± 0,91 nM. El nombre màxim 

de llocs de fixació Bmax fou igual a 29,56 ± 2,44 fmol/mg teixit. A la figura 37 es 

FÀRMAC CI50 nM Ki n 

Hup8TCl 4,4 ± 0,5 2,1 ± 0,24 4 

Hup8TH 8,4 ± 0,88 8,3 ± 0,87 5 

Taula 4. Paràmetres obtinguts a partir de les corbes de fixació als receptors 
muscarínics M1 de la [3H]-pirenzepina realitzada per Hup8TCl i Hup8TH. 

CI50: concentració nanomolar del fàrmac que produeix un 50 % d’inhibició de la 
fixació específica del radiolligand als receptors. 
 
Ki: constant d’inhibició. 
 
n: nombre d’experiments fets per triplicat. Els valors representen la mitjana dels 
resultats ± EEM. 
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mostra una corba representativa dels experiments de saturació amb [3H]-QNB a 

partir dels quals es van obtenir aquestes dades.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Estudis de competició: en aquest cas es va estudiar la capacitat dels heterodímers, 

Hup8TCl i Hup8TH, per desplaçar la fixació de [3H]-QNB, juntament amb una 

concentració fixa de pirenzepina freda, els receptors muscarínics M2. Les dades es 

van processar d’igual manera que en els estudis dels receptors M1 (taula 5). 

 

L’afinitat d’aquests heterodímers pels receptors M2 és més baixa que pels receptors 

M1, molt més propera a l’ordre micromolar que no pas al nanomolar, que és el 

rang en què tenen afinitat pels receptors muscarínics M1. 

 

 

 

 

Fig 37. Fixació de [3H]-QNB a membranes d’hipocamp de rata: experiment de 
saturació representatiu. A l’eix d’ordenades s’ha representat la fixació específica, 
obtinguda en fer la diferència entre la fixació total i la fixació inespecífica. En 
abscisses es representa la concentració nM de radiolligand utilitzada. 
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FÀRMAC CI50 nM Ki n 

Hup8TCl 330 ± 23 290 ± 13 4 

Hup8TH 170 ± 31 200 ± 9 4 

Taula 5. Paràmetres obtinguts a partir de les corbes de fixació als receptors M2 de la 
[3H]-QNB juntament amb pirenzepina realitzada per Hup8TCl i Hup8TH. 

CI50: concentració nanomolar del fàrmac que produeix un 50 % d’inhibició de la 
fixació específica del radiolligand als receptors. 
 
Ki: constant d’inhibició. 
 
n: nombre d’experiments fets per triplicat. Els valors representen la mitjana dels 
resultats ± EEM. 
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3. ESTUDIS DE NEUROPROTECCIÓ 

 
3.1 Supervivència cel·lular 

 

Atès que s’ha demostrat que la huperzina A, un dels components parentals dels 

quals deriven les huprines, mostra efectes neuroprotectors un altre dels nostres 

objectius va ser estudiar el possible  efecte protector de les huprines en front a 

l’agressió cel·lular induïda per H2O2. Amb aquest objectiu es va utilitzar la reducció 

del MTT a formazan el cèl·lules vives. Es van realitzar aquests experiments en dos 

abordatges experimentals cel·lular: cèl·lules PC12 no diferenciades i cèl·lules PC12 

diferenciades amb NGF donat que aquestes últimes presenten característiques 

similars a les cèl·lules neuronals. En presència de les huprines X, I i Z (1 i 0,1 μM) es 

va observar un increment significatiu de la supervivència cel·lular enfront a 

l’obtinguda amb H2O2 sol. Tanmateix, a concentracions més elevades (100 i 10 

μM) les huprines mostraren una reducció de dita viabilitat cel·lular (dades no 

presentades). 

 

3.1.1 Cèl·lules PC12 

Les cèl·lules es van exposar durant dues hores a H2O2 (200 μM); després d’aquesta 

incubació es va analitzar la formació de formazan observant-se una marcada 

disminució en la supervivència cel·lular. En un primer moment les cèl·lules es van 

preincubar (prèviament a l’addició de l‘H2O2) durant una i dues hores amb les 

huprines. Amb aquests temps de preincubació les huprines no van exercir cap 

mena d’efecte neuroprotector (dades no mostrades). Atesos aquests resultats, es va 

procedir a preincubar les cèl·lules durant períodes de temps més llargs: 24 i 48 

hores, donat que altres compostos han mostrat l’efecte neuroprotector únicament 

quan son incubats durant un període prolongat de temps. 

 

El pretractament de 24 hores de les cèl·lules amb huprines X, I i Z (0,01 – 1 μM) 

previ a l’exposició al H2O2 indueix un percentatge de protecció en un rang entre  
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Fig 38. Atenuació del dany cel·lular induït per l’H2O2 en cèl·lules PC12, utilitzant 
diferents huprines: A) huprina X (HX), B) huprina Y (HY) i C) huprina Z (HZ). Les 
cèl·lules es van incubar durant dues hores en presència de 200 μM de H2O2. Les 
huprines es van afegir al medi 24 i 48 hores abans de l’addició de H2O2 . La viabilitat 
cel·lular es va mesurar quantificant la reducció del MTT. Com a mínim es van dur a 
terme quatre o més experiments per triplicat. Les dades s’expressen en mitjanes ± 
EEM  com a % del valor control. *< 0,05 comparat amb el grup tractat només amb 
H2O2 (Dunnett’s test). 
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47–65 %.  A la concentració de 0,01 μM d’huprines no es va observar 

neuroprotector (taula 6). Tanmateix, quan el període de pretractament es va 

incrementar fins a 48 hores, es va produir un augment significatiu del percentatge 

de protecció a totes les concentracions estudiades. 

 

L’efecte sobre la viabilitat cel·lular del tractament amb H2O2 i del pretractament 

amb huprines i l’exposició posterior a H2O2 es pot observar a la figura 38. 

Aquestes dades posen de manifest que el temps de preincubació és determinant 

perquè les huprines puguin dur a terme el seu efecte neuroprotector. Podria ser 

que la presència de les huprines activés una sèrie de processos que requereixen un 

cert temps perquè es completin, com per exemple l’expressió gènica i la síntesi 

proteica.  

 

 

 

TRACTAMENT % PROTECCIÓ 24 HORES % PROTECCIÓ 48 HORES 

Huprina X (1 μM) 47 ± 0,6 * 70 ± 4,8 * 

Huprina X (0,1 μM) 49 ± 2,9 * 74 ± 4,6 * 

Huprina X (0,01 μM) 3 ± 0,9  12 ± 5,4 * 

Huprina I (1 μM) 52 ± 2,3 * 60 ± 3,6 * 

Huprina I (0,1 μM) 47 ± 8,7 * 51 ± 3,3 * 

Huprina I (0,01 μM) 4 ± 5,5  22 ± 5,5 * 

Huprina Z (1 μM) 62 ± 2,2 * 65 ± 0,5 * 

Huprina Z (0,1 μM) 65 ± 1,3 * 65 ± 0,5 * 

Huprina Z (0,01 μM) 0 27 ± 3,7 * 

 

 
 
 
 

Com que gràcies a estudis previs fets al nostre Departament es coneix la interacció 

de les huprines amb els receptors nicotínics i muscarínics, es va estudiar el possible 

efecte de la interacció de les huprines amb aquests receptors en la protecció 

cèl·lular observada.  

Taula 6. Efecte del pretractament amb huprines en la supervivència de les 
cèl·lules PC12 després de l’exposició de les cèl·lules a l’H2O2. 

Els valors s’expressen com a percentatges de protecció mitjana ± EEM obtingut 
com a mínim de tres experiments independents duts a terme per triplicat. *< 
0,05 comparat amb el grup tractat amb H2O2 (Dunnett’s test). 
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Amb aquesta finalitat es van utilitzar els antagonistes d’ambdós tipus de receptor: 

la mecamilamina (100 μM), que antagonitza de manera generalitzada tots els 

subtipus de receptors nicotínics, i l’atropina (0,01 μM),  que antagonitza els 

receptors muscarínics. L’antagonització dels receptors es va dur a terme amb el 

tractament d’huprines a la concentració d’1 μM i amb 48 hores de preincubació, ja 

que són aquestes les condicions en les quals s’obtenen valors màxims de 

neuroprotecció. 

 

L’antagonització dels receptors nicotínics i muscarínics en cèl·lules PC12 no 

diferenciades en cap cas no va afectar la neuroprotecció induïda per les huprines. 

Aquestes dades suggereixen que l’efecte neuroprotector de les huprines en aquestes 

cèl·lules no vindria donat per la interacció amb cap dels dos tipus de receptor. La 

taula 7 que hi ha a continuació mostra els percentatges de neuroprotecció 

obtinguts en els estudis fets amb els antagonistes nicotínics i muscarínics. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

TRACTAMENT % PROTECCIÓ AL CAP DE 
48 HORES 

Huprina X (1 μM) 69 ± 4,9  

Huprina X (1 μM) + Mec (100 μM) 68 ± 0,5  

Huprina X (1 μM) + Atrp (0,1 μM) 66 ± 10,2  

Huprina Y (1 μM) 67 ± 3,4  

Huprina Y (1 μM) + Mec (100 μM) 61 ± 9,3  

Huprina Y (1 μM) + Atrp (0,1 μM) 58 ± 1,2  

Huprina Z (1 μM) 60 ± 4,6  

Huprina Z (1 μM) + Mec (100 μM) 59 ± 4,7  

Huprina Z (1 μM) + Atrp (0,1 μM) 55 ± 7,6  

Taula 7. Efecte dels antagonistes dels receptors nicotínics (mecamilamina, Mec) i 
muscarínics (atropina, Atrp) sobre la neuroprotecció exercida per les huprines. 
Les cèl·lules es van pretractar amb huprines i antagonistes abans de l’addició 
d’H2O2. 

Els valors s’expressen com a percentatge de protecció mitjana ± EEM obtingut 
com a mínim de tres experiments independents duts a terme per triplicat. *< 
0,05 comparat amb el grup tractat amb H2O2 (Dunnett’s test). 
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3.1.2 Cèl·lules PC12 diferenciades 

Les cèl·lules PC12 són cèl·lules tumorals de feocromocitoma de rata. Deriven de la 

medul·la adrenal i tenen origen neural. Aquest origen permet diferenciar aquesta 

línia en cèl·lules neurals gràcies a un tractament amb el factor de creixement 

nerviós (NGF). Les cèl·lules diferenciades es van fer servir per dur a terme estudis 

de supervivència ja que són un model molt més similar a les cèl·lules nervioses 

humanes, que serien la diana terapèutica, per la que s’han sintetitzat aquests 

compostos. 

 

Igual que les cèl·lules sense diferenciar, les PC12 diferenciades veuen reduïda la 

seva viabilitat cel·lular pràcticament fins al 50 % quan són exposades durant dues 

hores a H2O2 (200 μM). Prenent com a punt de partida els resultats obtinguts amb 

cèl·lules PC12 no diferenciades que mostren que la neuroprotecció exercida per les 

huprines, és major com més gran és el temps de preincubació amb aquests fàrmacs, 

les cèl·lules diferenciades es van preincubar  amb les huprines X, Y i Z (0,1 – 1 μM) 

durant les 48 hores prèvies a l’addició de l’H2O2.  

 

 

 

TRACTAMENT % PROTECCIÓ AL CAP DE 
48 HORES 

Huprina X (1 μM) 53 ± 5 * 

Huprina X (0,1 μM) 44 ± 6 * 

Huprina Y (1 μM) 56 ± 5 * 

Huprina Y (0,1 μM) 49 ± 6 * 

Huprina Z (1 μM) 56 ± 7 * 

Huprina Z (0,1 μM) 47 ± 6 * 

  

 

 

 

Aquest tractament indueix un percentatge de neuroprotecció en un rang entre 44–

55 % en totes les huprines a les concentracions d’1 i 0,1 μM (taula 8).  

Taula 8. Efecte del pretractament amb huprines en la supervivència de les 
cèl·lules PC12 diferenciades després de l’exposició de les cèl·lules a H2O2. 

Els valors s’expressen com a percentatge de protecció mitjana ± EEM obtingut 
com a mínim de tres experiments independents duts a terme per triplicat. *< 
0,05 comparat amb el grup tractat amb H2O2 (Dunnett’s test). 
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Fig 39. Atenuació del dany cel·lular induït per l’H2O2 en cèl·lules PC12 
diferenciades amb NGF,  per diferents huprines: A) huprina X (HX), B) huprina Y 
(HY) i C) huprina Z (HZ). Les cèl·lules es van incubar durant dues hores en 
presència de 200 μM de H2O2. Les huprines es van afegir al medi 24 i 48 hores 
abans de l’addició d’H2O2. La viabilitat cel·lular es va mesurar quantificant la 
reducció del MTT. Com a mínim es van dur a terme tres experiments per triplicat. 
Les dades s’expressen en mitjanes ± EEM com a percentatge del valor control. *< 
0,05 comparat amb el grup tractat només amb H2O2 (Dunnett’s test). 

A 

B 

C 
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Taula 9. Efecte dels antagonistes dels receptors nicotínics (mecamilamina Mec) i 
muscarínics (atropina Atrp) sobre la neuroprotecció exercida per les huprines. 
Les cèl·lules es van pretractar amb huprines i antagonistes abans de l’addició 
d’H2O2. 

Els valors s’expressen com a percentatge de protecció mitjana ± EEM obtingut 
com a mínim de tres experiments independents duts a terme per triplicat. *< 
0,05 comparat amb el grup tractat amb H2O2 (Dunnett’s test). 
 

A la figura 39 es representa l’efecte de l’H2O2 sol o bé amb pretractament previ 

amb les huprines X, Y i Z (0,01–1 μM). 

 

També es va estudiar si l’efecte neuroprotector de les huprines en cèl·lules PC12 

diferenciades era fruit de la interacció d’aquests fàrmacs amb els receptors 

muscarínics o nicotínics. Amb aquest objectiu es van antagonitzar els receptors 

nicotínics i muscarínics amb mecamilamina 100 μM o atropina 0,1 μM tal com es 

detalla a l’apartat anterior. 

 

La presència de mecamilamina reverteix de manera significativa l’efecte 

neuroprotector de totes les huprines, disminuint entre un 39–59 % el percentatge 

de neuroprotecció de les huprines davant l’H2O2 (taula 9). Aquesta reducció de la 

protecció exercida pels fàrmacs en presència de mecamilamina indica la possible 

participació dels receptors nicotínics en el procés de neuroprotecció. S’ha 

demostrat que les cèl·lules PC12 diferenciades expressen una major quantitat de  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TRACTAMENT % PROTECCIÓ AL CAP DE 
48 HORES 

Huprina X (1 μM) 63 ± 5,4  

Huprina X (1 μM) + Mec (100 μM) 7 ± 3,2 *  

Huprina X (1 μM) + Atrp (0,1 μM) 32 ± 2,7 *  

Huprina Y (1 μM) 61 ± 5,5  

Huprina Y (1 μM) + Mec (100 μM) 2,3 ± 0,9 * 

Huprina Y (1 μM) + Atrp (0,1 μM) 16 ± 1,6 * 

Huprina Z (1 μM) 56 ± 5,2  

Huprina Z (1 μM) + Mec (100 μM) 17 ± 3,4 * 

Huprina Z (1 μM) + Atrp (0,1 μM) 27 ± 7,1 *  
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receptors nicotínics que les indiferenciades (Burstein and Greene, 1978;Greene and 

Tischler, 1976;Vaudry et al., 2002), cosa que podria explicar les diferències 

obtingudes en els resultats amb l’un i l’altre tipus cel·lular. L’antagonització dels 

receptors muscarínics amb atropina també indueix una destacada reducció de la 

neuroprotecció, amb disminucions dels percentatge de protecció entre el 29–45 

%. Així doncs, els receptors muscarínics també estarien implicants en la 

neuroprotecció exercida per les huprines en aquest tipus cel·lular. 

 

Aquestes dades ens indiquen que, clarament els receptors colinèrgics, tant els 

nicotínics com els muscarínics estarien implicats d’alguna manera en l’efecte 

neuroprotector de les huprines en aquest cas. 

 

3.2 Determinació de l’activitat superòxid dismutasa 

 

Una vegada fets els estudis de viabilitat cel·lular, es van estudiar els possibles 

efectes de les huprines sobre l’enzim superòxid dismutasa. Aquest participa en la 

destoxificació dels radicals lliures mitjançant la catàlisi de l’anió superòxid a 

peròxid d’hidrogen i oxigen. Com hem pogut observar amb els estudis de reducció 

de MTT, les huprines protegeixen front als radicals lliures d’oxígen, però no sabem 

mitjançant quina via. Una de les possibilitats seria la modulació de l’activació o 

l’expressió de la superòxid dismutasa que participa en aquest procés de 

destoxificació, per aquest motius vam determinar si les huprines tenien algun 

efecte sobre aquest enzim. 

 

3.2.1 Cèl·lules PC12 

L’exposició de les cèl·lules PC12 durant dues hores a H2O2 (200 μM), va produir 

una marcada disminució de l’activitat de la SOD, si ho comparem amb les cèl·lules 

control. El pretractament de 48 hores de les cèl·lules amb huprines X, Y i Z (0,01– 

1 μM) previ a l’exposició al H2O2 va incrementar de manera significativa l’activitat 

de la SOD en un rang entre el 24–86 % comparant amb el grup control (fig. 40). 

Aquest augment de l’activitat de la SOD en les concentracions d’1 i 0,1 μM, fins i  
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Fig 40. Efectes de A) huprina X (HX), B) huprina Y (HY) i C) huprina Z (HZ) en 
l’activitat de la superòxid dismutasa (SOD) en cèl·lules PC12. Les cèl·lules es van 
incubar amb 200 μM de H2O2 durant dues hores. Les huprines es van afegir 48 
hores abans de l’addició de l’H2O2. Els valors de l’activitat de la SOD són unitats 
arbitràries (mitjana ± EEM) obtingudes d’un joc d’assaig de la SOD. Com a 
mínim es van fer tres experiments duts a terme per triplicat. *<0,05 comparat 
amb el grup d’H2O2 (Dunnett’s test). 
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tot pot arribar a superar els nivells d’activitat de la SOD en cèl·lules control. 

L’increment de l’activitat de la SOD podria estar relacionat amb l’efecte 

neuroprotector de les huprines enfront de l’H2O2, que és un agent oxidant.  

 

3.2.2 Cèl·lules PC12 diferenciades 

Els efectes de les huprines observats en cèl·lules PC12 diferenciades és molt similar 

al que se obté en cèl·lules no diferenciades. L’exposició durant dues hores produeix 

un increment marcat de l’activitat de l’enzim, mentre que la preincubació amb 

huprines reverteix aquesta disminució i produeix un augment marcat en l’activitat 

enzimàtica. 

 

Aquesta potenciació de l’activitat de la SOD s’observa amb el tractament amb 

totes les huprines i a totes les concentracions testades (1 i 0,1 μM) (fig. 41). 

 

Atès que en els estudis de viabilitat cel·lular fets amb cèl·lules PC12 diferenciades es 

va observar una potent reversió de neuroprotecció induïda per les huprines en 

presència de mecamilamina, aquest antagonista també es va incloure en els 

expriments de determinació de l’activitat enzimàtica de la SOD. 

 

L’objectiu és veure si la potenciació dels receptors nicotínics per part de les 

huprines està relacionat amb l’increment d’activitat de la SOD que s’observa a les 

cèl·lules tractades amb aquests fàrmacs.  

 

Els resultats obtinguts mostren una lleugera tendència de disminució de l’activitat 

superòxid dismutasa en presència de mecamilamina 100 μM, però aquesta 

diferència no assoleix la significació (fig. 41). Aquests resultats indicarien que la 

modulació de l’activitat de la SOD no vindria únicament donada per la interacció 

de les huprines amb els receptors nicotínics. Això suggereix  la participació d’altres 

vies en l’efecte protector de les huprines que podrien regular el procés d’activació 

o expressió de la SOD. 
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Fig 41. Atenuació del dany cel·lular induït per l’H2O2 en cèl·lules PC12 
diferenciades amb NGF,  per diferents huprines: A) huprina X (HX), B) huprina Y 
(HY) i C) huprina Z (HZ). Les cèl·lules es van incubar durant dues hores en 
presència de 200 μM d’H2O2. Les huprines es van afegir al medi 24 i 48 hores 
abans de l’addició d’H2O2. La viabilitat cel·lular es va mesurar quantificant la 
reducció de l’MTT. Com a mínim es van dur a terme tres experiments per triplicat. 
Les dades s’expressen en mitjanes ± EEM  com a percentatge del valor control. *< 
0,05 comparat amb el grup tractat només amb H2O2 (Dunnett’s test). 

A 
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La hipòtesi colinèrgica, com a causa de la disfunció cognitiva existent en els 

processos neurodegeneratius de la malaltia d’Alzheimer, ha determinat que les 

aproximacions farmacològiques per al seu tractament hagin estat basades 

clàssicament en la facilitació de la neurotransmissió colinèrgica en diferents 

nivells. Entre els compostos emprats en el tractament simptomàtic de la MA, els 

IAChE (Munoz-Torrero, 2008; Pepeu i Giovannini, 2009) són els que han estat 

més útils; tanmateix, l’existència de compostos d’eficàcia limitada i múltiples 

efectes indesitjats ha fet que incrementi d’interès pel desenvolupament de nous 

inhibidors amb una millor eficàcia terapèutica. Des de fa uns quants anys al 

nostre laboratori s’ha determinat l’activitat de nous compostos anticolinesteràsics 

analitzant-ne a més a més, el perfil farmacològic. Un dels grups més rellevants 

han estat les huprines. Aquests inhibidors, que son –tal com hem comentat 

anteriorment- híbrids tacrina-huperzina A, han mostrat una gran afinitat per 

l’AChE a més d’interaccionar amb els receptors muscarínics i nicotínics (Alcala et 

al., 2005; Roman et al., 2004). D’altra banda, s’ha demostrat que l’efecte 

terapèutic d’alguns anticolinesteràsics en el tractament de la MA va més enllà de 

la seva capacitat per inhibir l’enzim. Així, diversos estudis in vitro i in vivo han 

demostrat que alguns anticolinesteràsics a més de produir efectes neuroprotectors 

poden actuar modificant els nivells de βA (Li et al., 2008; Matharu et al., 2009; 

Melo et al., 2009; Zhang et al., 2008). Per aquest motiu en aquest treball hem 

centrat la nostra atenció en les accions dels anticolinesteràsics, especialment les 

huprines -com també d’alguns derivats- sobre les accions no relacionades amb la 

seva activitat farmacològica principal i que tenen un gran interès en el 

desenvolupament de la MA: l’agregació amiloidogènica i la neuroprotecció. 

 

Els compostos anticolinesteràsics avaluats han estat principalment, la huprina X, 

la huprina Y y la huprina Z. D’altra banda i a causa dels resultats obtinguts amb 

les huprines també shan analitzat alguns aspectes relevants dels derivats 

heterodimèrics Hup8TCl i el Hup8TH que són el resultat de la dimerització de la 

huprina Y amb la tacrina.  
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L’AChE és un component important de les sinapsis colinèrgiques i colocalitza amb 

els dipòsits de βA en cervells afectats de MA. S’ha descrit que l’AChE a través del 

lloc aniònic perifèric, constitueix un important cofactor en la fibrilogènesi del 

pèptid βA, i és capaç d’interaccionar amb els agregats amiloidogènics formant 

complexos macromoleculars de gran estabilitat (Bartolini et al., 2003b; Campos 

et al., 1998; Inestrosa et al., 2005; Inestrosa et al., 1996). Sembla ser que aquesta 

interacció és específica ja que la relació final d’AChE/βA en els agregats és 

aproximadament d’1:1000 (Alvarez et al., 1998). A més a més, s’ha demostrat 

que l’AChE indueix canvis conformacionals en la proteïna i això facilita ja no tan 

sols l’increment de la mida dels agregats sinó també el canvi de conformació 

d’hèlix α a fulla plegada β que experimenta dita proteïna prèviament a la 

fibrilogènesi (Bartolini et al., 2003b ;Inestrosa et al., 2005).  

 

Per aquest motiu resulta d’un interès rellevant poder trobar compostos que a 

través de la seva interacció amb l’AChE, especialment pel lloc perifèric, tinguin la 

capacitat d’inhibir l’activitat potenciadora de l’agregació d’aquest enzim. De fet, 

l’iodur de propidi, que és un inhibidor no competitiu pur de l’AChE,  s’uneix 

únicament al lloc aniònic i en estudis in vitro s’ha demostrat que té una capacitat 

clara d’inhibir el procés d’agregació induït per l’AChE, reduint l’agregació de βA 

fins a un 82% a una concentració de 100 μM (Inestrosa et al., 1996; Melchiorre 

et al., 1998; Taylor i Lappi, 1975). El donepezil (100 μM)  i el decametoni (100 

μM) que són inhibidors mixtos, redueixen l’agregació en un 22 i 25 % 

respectivament, i la tacrina (100 μM)   que també és un inhibidor de tipus mixt 

només la redueix en un 7%, atesa la seva major afinitat pel lloc catalític. En canvi 

l’edrofoni que és un inhibidor purament competitiu inhibeix en absolut el procés 

agregació de βA induït per l’AChE (Bartolini et al., 2003b). 

 

 

Les proteïnes βA i PrP tenen la capacitat d’agregar i de fibril·lar en els processos 

patològics de la MA i de les encefalopaties espongiformes, respectivament. En 

determinades condicions patològiques aquestes proteïnes poden adquirir una 

conformació rica en l’estructura secundària de fulla plegada β que condueix a la 
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insolubilització, l’acumulació, l’agregació i en última instància la fibril·logènesi 

(Soto, 2003). 

 
Continuant amb el paral·lelisme entre βA i PrP ha estat demostrat que les plaques 

senils positives per βA presents en cervells de pacients que pateixen la MA 

contenen de manera habitual dipòsits de PrP (Hainfellner et al., 1998; Kellett and 

Hooper, 2009; Schwarze-Eicker et al., 2005). A més a més s’ha detectat βA en 

plaques senils d’individus amb malalties priòniques com ara la CJD i el GSS 

(Hainfellner et al., 1998; Miyazono et al., 1992; Yoshida et al., 2009). Les 

característiques comunes d’aquestes proteïnes i dels seus processos d’agregació 

ens van portar a hipotetitzar que l’AChE potser també tindria la capacitat 

d’actuar com a cofactor de la fibril·logènesi de PrP. 

 

Així doncs, si bé aquest efecte proagregant de l’AChE s’ha descrit només per la 

proteïna βA, en el present estudi hem demostrat per primera vegada que l’AChE 

indueix un increment significatiu de la mida dels agregats del pèptid PrP106-126, 

sota diferents condicions experimentals. D’altra banda, s’ha demostrat que aquest 

pèptid presenta característiques quimicofísiques i biològiques similars a les 

descrites per la proteïna βA: adopta la conformació fulla plegada β en solució i 

agrega formant fibres amiloides que són resistents a la digestió per proteases (De 

et al., 1994; Forloni et al., 1993a; Salmona et al., 1999; Selvaggini et al., 1993; 

Soto i Estrada, 2008). Cal afegir, que el pèptid conté el nucli hidrofòbic 

responsable del canvi de PrPC a PrPSC (Ragg et al., 1999; Soto et al., 2006).  

 

L’anàlisi duta a terme al nostre laboratori mitjançant microscòpia de 

fluorescència mostra que la formació d’agregats de PrP106-126 curmarinada és un 

procés extremament ràpid fins a assolir el màxim de MMA transcorreguda una 

hora d’incubació (fig. 25). Aquestes dades són consistents amb les obtingudes 

anteriorment en experiments de sedimentació, que mostren que havent passat 

una hora d’incubació no és detectable la fracció soluble del pèptid en el 

sobrenedant (Salmona et al., 1999). La cinètica d’agregació de βA es desenvolupa 

de manera lenta i gradual i assoleix el seu màxim una vegada transcorregudes 

aproximadament vint hores des de l’inici de la incubació (Bartolini et al., 
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2003b). Per tant, comparada amb la cinètica de βA, la cinètica de PrP106-126 és 

molt més ràpida. Aquesta diferencia podria ser deguda al fet que PrP106-126 

només té vint aminoàcids, que a més a més contenen la regió responsable del 

canvi a fulla plegada β. Així doncs, aquests dos factors podrien ser determinants 

en la velocitat del procés d’agregació d’aquest pèptid. 

 

Els experiments de la cinètica d’agregació duts a terme amb AChE (2,5 μM) van 

mostrar un significant i progressiu increment de la MMA, que va arribar al 

màxim entre 48 i 72 hores d’incubació (fig. 25). Cal destacar, que transcorreguda 

una hora des de l’inici de la incubació la MMA va ser molt més elevada en les 

mostres incubades en presència d’AChE que en les que es van incubar sense. 

Aquesta diferència entre les cinètiques d’agregació en presència o absència 

d’AChE desde les primeres hores també es va observar en el cas de βA (Bartolini 

et al., 2003b; Inestrosa et al., 1996). La cinètica d’agregació de PrP106-126 

curmarinada va ser més pronunciada i constant en el temps, comparada amb els 

valors bibliogràfics de la cinètica de βA.  

 

En les nostres condicions experimentals, quan es va incubar PrP106-126 en 

presència d’AChE es va observar un increment progressiu de la mida dels agregats 

en funció del temps d’incubació transcorregut. Els màxims d’agregació es van 

obtenir entre 48 i 72 hores d’incubació i la MMA era aproximadament dotze 

vegades més gran que la de les mostres controls. La cinètica d’increment de mida 

de dits agregats va tenir característiques similars a les descrites prèviament en el 

cas de la proteïna βA (Bartolini et al., 2003b). Tot i les similituds, cal destacar el 

fet que la cinètica d’agregació de βA en presència d’AChE succeeix de manera 

exponencial en les primeres hores i assoleix el màxim d’agregació transcorregudes 

vuit hores desde l’inici (Alvarez et al., 1997; Bartolini et al., 2003b). El perfil 

d’agregació de PrP106-126 en presència d’AChE també va mostrar una fase 

exponencial durant les primeres dues hores, però no va assolir el màxim fins que 

no en van passar quaranta-vuit hores, moment fins al qual l’agregació segueix un 

procés lent i gradual (fig. 25). 
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A més a més, aquest efecte proagregant de l’AChE va resultar ser concentració 

depenent. A mesura que es va augmentar la concentració d’AChE major va 

resultar la MMA, i va assolir en les mostres incubades amb AChE 2,5 μM una 

mida màxima dotze vegades superior a la  de les mostres incubades en absència 

d’ACh (fig. 26). Aquest efecte és similar al prèviament descrit per la proteïna βA 

on en presència d’AChE 2,3 μM s’assoleix onze vegades més agregació que a 

concentració zero d’AChE (Alvarez et al., 1997 ;Bartolini et al., 2003b). El perfil 

d’increment de la mida dels agregats en concentracions creixents d’AChE és molt 

similar en el cas dels dos pèptids, la qual cosa indica que l’AChE té un efecte dosi-

dependent sobre l’agregació de PrP106-126, comparable al que s’observa per al 

βA. 

 

Malgrat que no hi ha homologies evidents ni en la seqüència ni en l’estructura de 

les diferents proteïnes involucrades en desordres relacionats amb alteracions 

conformacionals de les proteïnes, hi ha una gran quantitat d’evidències que ens 

indiquen que els agregats formats per proteïnes amb alteracions en el seu 

plegament tenen la mateixa estructura molecular final (Soto, 2003). Estudis que 

utilitzen fragments petits de βA han demostrat que la regió hidrofòbica interna 

entre els aminoàcids 17 i 21 és la més important pe als primers passos del procés 

de plegament erroni i d’agregació, i això indica que l’assemblatge de βA és 

parcialment guiat per interaccions hidrofòbiques (Armstrong et al., 2008; Hilbich 

et al., 1992). Estudis similars de la reacció de conversió de PrP han permès 

identificar la regió hidrofòbica 106-126 com la més rellevant per al procés 

d’agregació d’aquesta proteïna (Tagliavini et al., 1993). La troballa que 

seqüències hidrofòbiques són crítiques per l’agregació de PrP i de βA indica que 

aquest procés és conduït per l’exposició de residu hidrofòbics a la superfície de la 

proteïna mal plegada (Soto, 2003; Soto i Estrada, 2008). 

 

El lloc perifèric de l’AChE involucrat en la unió amb βA és una seqüència 

hidrofòbica exposada a la superfície de l’enzim. S’ha demostrat que un residu 

peptídic coincident amb els trenta-cinc aminoàcids del lloc perifèric és incorporat 

a les fibres de βA per interaccions hidrofòbiques (De Ferrari et al., 2001). βA té 
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una tendència elevada d’interaccionar amb regions hidrofòbiques i s’ha publicat 

que interaccions hidrofòbiques poden jugar un rol important en l’estabilització 

del complex de βA (Alvarez et al., 1997). 

 

PrP106-126 mostra un polimorfisme conformacional en solució que suporta el rol 

que té aquest fragment en la transició estructural de la forma de PrP nadiva a 

l’aberrant en resposta als canvis locals de les condicions ambientals (De et al., 

1994). Simulacions de dinàmica molecular fetes en diferents ambients mostren 

que hi ha un increment de la presència d’estructures helicoïdals en solvents 

apolars, cosa que concorda amb les resultats obtinguts emprant la tècnica de 

circular dichroism spectroscopy.  

 

La natura dels agregats generats per PrP106-126 en presència i absència d’AChE va 

ser examinada sota llum polaritzada i amb microscopi electrònic de transmissió. 

Amb la finalitat de verificar si aquests agregats corresponen amb una estructura 

amiloide es va utilitzar la tècnica del vermell Congo i es van analitzar els agregats 

mitjançant birefringència en un microscopi de llum polaritzada. Com es pot 

observar en la figura 28, els agregats macromoleculars de PrP106-126 i PrP106-126-

AChE mostraren propietats tintorials i òptiques de birefringència amiloide in situ 

i.e. sota llum polaritzada després de la tinció amb vermell Congo. Les propietats 

birefringents dels agregats van ésser més evidents en presència d’AChE donat a la 

major mida dels agregats en presència d’aquest enzim.  

 

L’estructura amiloide dels agregats també va ser confirmada per l’anàlisi amb 

microscòpia electrònica de transmissió. En absència i presència d’AChE, els 

agregats de PrP106-126 tenyits negativament mostraren que estan composats de 

fibres no ramificades entre 4-8 nm de gruix. No es van detectar diferències 

morfològiques destacables entre les fibres dels agregats de Prp106-126 sola o amb 

AChE (fig. 28). Si bé no hi ha diferències morfològiques, la quantitat de fibres 

presents en la mostra incubada en presència d’AChE és molt més elevada que en 

la mostra incubada en absència de l’enzim. 
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En conseqüència, aquestes dades ens confirmen que l’AChE és capaç d’induir 

l’agregació amiloidogènica no només de la proteïna βA sinó també d’altres 

proteïnes de característiques amiloidogèniques similars. Cal destacar, a més a 

més, que en aquest estudi l’efecte de l’AChE es reflecteix en un increment de 

mida dels agregats ja formats, ja que el procés d’agregació espontània del pèptid 

PrP106-126 fou pràcticament instantani per la qual cosa no es pot concloure, en 

aquestes condicions, que l’enzim afavoreixi el canvi de conformació d’hèlix α a 

fulla plegada β de dit pèptid, fet que s’ha descrit en la interacció entre l’AChE i la 

proteïna β  (Bartolini et al., 2003b).  

 

En la interacció entre l’AChE i la proteïna βA, que hi intervé de manera específica 

el lloc perifèric (lloc aniònic) de l’AChE. Es tracta d’un motiu aniònic que es  

localitza a la superfície de l’enzim a prop de la gorja que conté el lloc catalític 

responsable de la hidròlisi de l’ACh (Weise et al., 1990). S’ha observat que 

compostos tals com l’iodur de propidi mostren una unió selectiva amb el lloc 

aniònic obstruint l’entrada de la gorja catalítica (Taylor and Radic, 1994). S’ha 

demostrat, tal com hem descrit prèviament, que aquest compost i altres de 

característiques similars, com el decametoni, inhibeixen l’agregació de la proteïna 

βA induïda per l’AChE (Inestrosa et al., 1996; Inestrosa et al., 2005). Quan vam 

estudiar l’efecte proagregant de l’AChE davant el pèptid PrP106-126 en presència 

d’iodur de propidi, es va poder observar que les mides dels agregats disminuïen 

de forma significativa fins a assolir valors propers al grup control. Els valors 

obtinguts són pràcticament idèntics als obtinguts als descrits prèviament en 

agregació de βA induïda per AChE en les mateixes condicions experimentals 

(Bartolini et al., 2003b). Així doncs, aquestes dades conjuntament amb el fet que 

l’iodur de propidi pot inhibir l’efecte de l’AChE sobre l’agregació de PrP106-126 

de manera concentració-dependent suggereix que l’AChE indueix l’agregació de 

PrP106-126 a través del mateix lloc que l’agregació de βA. 

 

Malgrat s’ha demostrat recentment que alguns heterodímers bastants en la 

tacrina poden inhibir l’agregació de βA induïda per AChE (Munoz-Ruiz et al., 

2005), es sap que tan la tacrina com la huperzina A mostren una gran afinitat pel 
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lloc catalític de l’AChE però no pel lloc perifèric (Ariel et al., 1998; Berman and 

Leonard, 1992). Les huprines han emergit recentment com una nova classe de 

potents inhibidors selectius de l’AChE, que es van dissenyat a partir de 

l’hibridació de la tacrina i la huperzina A (Badia et al., 1998; Camps et al., 1999; 

Camps et al., 2000a). 

 

Tot i que les huprines s’uneixen de manera preferent al lloc d’acilació de l’AChE, 

les dades experimentals i els estudis de modelatge molecular han demostrat que 

la huprina X, atesa la seva geometria i el seu volum molecular, disminueix 

l’afinitat dels lligands pel lloc perifèric de l’enzim (Camps et al., 2000a). Les 

huprines  incloses en el present estudi mostren inhibir clarament l’agregació de 

Prp106-126 induïda per AChE, amb un percentatge d’inhibició proper a l’obtingut 

amb iodur de propidi (87%), especialment les huprines X i Z (amb percentatges 

d’inhibició de 84 i 89% respectivament), però també la huprina Y, induint un 

efecte antiagregant del 63%. 

 

Aquest resultats posen de manifest l’acció dual d’aquests compostos com a 

inhibidors del lloc catalític i del lloc perifèric al mateix temps. Tanmateix, la 

huperzina A i la tacrina, compostos que presenten una afinitat elevada per 

l’enzim (CI50 del rang nanomolar) no van modificar significativament l’acció 

proagregant de l’AChE. Sembla, doncs, que l’afinitat de les huprines pel lloc 

catalític és completament independent de la del lloc perifèric, tal com s’havia 

descrit prèviament per altres inhibidors de l’AChE (Taula 2) (Bartolini et al., 

2003b).  

 

Els resultats obtinguts amb PrP106-126 ens van conduir a analitzar el procés 

d’agregació també en seqüències més llargues de la PrP, tals com la PrP82-146; 

atès que aquest pèptid és el principal component de les fibres amiloides en la 

malaltia de GSS i el seu homòleg sintètic mostra propietats fisicoquímiques i 

activitat biològica apropiades per ser utilitzar en estudis in vitro (Gobbi et al., 

2006; Tagliavini et al., 2001). Els resultats obtinguts en aquest estudi 

demostraren que l’acoblament de PrP82-146 i la formació de fibres és accelerada 
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en presència d’AChE, i el lloc perifèric de l’enzim està implicat en aquest efecte 

perquè l’iodur de propidi, un lligand selectiu del lloc perifèric, reverteix l’efecte 

amiloidogènic de l’AChE. Per tant PrP82-146 mostra un comportment similar al de 

la seqüència 106-126 en front a l’AChE. 

 

Les encefalopaties espongiformes bovines (GSS, CJD, BSE) i la MA comparteixen 

nombrosos aspecte patològics, incloent-hi la degeneració neuronal, la gliosi i la 

deposició extracel·lular de pèptids amb conformació de fulla plegada-β. D’altra 

banda, la disminució dels nivells d’AChE en líquid cefaloraquidi (LCR) d’alguns 

pacients amb malaltia de CJD ha estat recentment demostrat, la qual cosa 

suggereix que l’alteració del sistema colinèrgic també es dóna en malalties 

priòniques (Silveyra et al., 2006). En el present estudi, el peptid PrP82-146 

cumarinat, va formar agregats ràpidament de manera que en els estudis cinètics 

transcorreguda una hora de l’inici de la incubació els valors de MMA van arribar 

de 749 ± 45 μm2. No obstant això, va caldre incubar el pèptid com a mínim 

durant quaranta-vuit hores per tal d’obtenir els valors màxims de MMA (1232 ± 

152 μm2). Malgrat que PrP82-146 i PrP106-126 contenen la mateixa seqüència 

d’aminoàcids hidrofòbics implicats en la formació de l’estructura secundària en 

fulla plegada-β, el perfil cinètic d’agregació d’ambdós pèptids difereix, ja que la 

PrP106-126 assoleix els valors màxims de MMA una hora després de l’inici de 

l’agregació (Pera et al., 2006). Anàlisis fetes amb pèptids sintètics curts homòlegs 

als fragments consecutius de PrP82-146 mostraren que la seqüència de residus 106-

126 té la major propensió a adoptar estructures de fulla plegada- β estables i 

d’acoblar-se formant fibril·les amiloides que tenen una ultraestructura similar a 

l’observada en agregats de pacients de GSS (Gobbi et al., 2006; Salmona et al., 

2003). 

 

Com el cas de βA i PrP106-126 (Bartolini et al., 2003b; Inestrosa et al., 1996; Pera 

et al., 2006), el ritme d’agregació de PrP82-146 va ser més ràpid quan la 

incubació es va dur a terme en presencia d’AChE. El pic de MMA en aquestes 

condicions experimentals va ser aproximadament set vegades més alt que 

l’obtingut en absència de l’enzim; a més a més, el valor màxim de MMA dels 
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agregats de PrP82-146 van ser substancialment més baixos que els obtinguts amb 

PrP106-126 (Pera et al., 2006).  

 

A més a més, la velocitat de formació de fibres amiloides també ha demostrat ser 

dependent de la concentració de PrP82-146 (fig. 30). El màxim increment de la 

formació de fibres amiloides (mida màxima dels agregats) es va observar quan la 

proporció AChE:PrP82-146 estava incrementada a favor de l’AChE. Aquests 

resultats concorden amb l’efecte inductor de l’AChE en el procés de formació de 

fibres amiloides a partir de βA (1-49) observat per diferents autors (Bartolini et 

al., 2003b; Inestrosa et al., 1996; Inestrosa et al., 2005). 

 

Consegüentment, aquests resultats i els prèviament descrits per la interacció 

proteica entre AChE-βA suggereixen que l’efecte accelerador de l’AChE sobre el 

procés d’agregació pot ser crucial, especialment en els primers estadis de 

desenvolupament de la malaltia quan els nivells de proteïnes amiloides són 

encara baixos comparats amb els nivells d’AChE. S’ha observant que utilitzant 

ratolins doble transgènics que sobreexpressen tant la proteïna precursora de 

l’amiloide humana (APPswe) com l’AChE humana, l’inici d’aparició de les 

plaques es produeix de manera més ràpida que en les línies parentals (ratolins 

transgènics APPswe; (Rees et al., 2003). Per tant, l’AChE podria actuar com un 

factor de nucleació que promou la formació de fibres amiloides en diferents 

malalties en què les proteïnes amiloides són implicades. 

 

En el present estudi es va analitzar l’estructura dels agregats de PrP82-146 i de 

AChE-PrP82-146 utilitzant microscopi de llum polaritzada i electrònic de 

transmissió. Els acoblats macromoleculars dels tots dos tipus d’agregats mostraren 

propietats tintorials i òptiques de birefringència amiloide i.e., in situ després de la 

tinció amb vermell Congo. Les propietats de birefringència dels agregats van 

resultar ser més evidents en els agregats que contenien AChE, atès el considerable 

increment de la mida dels agregats. 
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L’estructura amiloide dels agregats també va ser confirmada mitjançant l’anàlisi 

amb microscopi electrònic de transmissió. En presència i en absència d’AChE, els 

agregats de PrP82-146 tenyits negativament mostraven que estan compostos per 

fibril·les no ramificades, sense diferències morfològiques entre les fibres dels 

agregats amb AChE o sense. La quantitat de fibres presents en el graelles del 

microscopi va ser més elevada en el cas de les mostres incubades en presència de 

l’enzim. 

 

El paper del lloc perifèric de l’AChE accelerant l’acoblament de PrP82-146 va ser 

demostrat utilitzant l’iodur de propidi, un inhibidor específic del lloc perifèric de 

l’AChE (Szegletes et al., 1999). El fet de que l’iodur de propidi inhibeix 

l’agregació de βA induïda per l’AChE és un fet àmpliament demostrat (Alvarez et 

al., 1997; Bartolini et al., 2003b; Inestrosa et al., 1996). Quan el pèptid PrP82-146 

cumarinat i l’AChE es van coincubar en presència d’iodur de propidi (100 μM), es 

va obtenir una inhibició del 78 % de la MMA. Aquest valor era lleugerament 

inferior al prèviament descrit per l’agregació de βA i PrP106-126 induïda per AChE 

(Bartolini et al., 2003b; Pera et al., 2006). Per tant, el fet que el l’iodur de 

propidi inhibeixi l’efecte de l’AChE sobre el procés amiloidogènic de PrP82-146 

suggereix que l’acció de l’AChE sobre aquest procés és duta a terme també a 

través del lloc perifèric de l’enzim. La inhibició del procés d’agregació de PrP82-

146 induïda per l’AChE pel iodur de propidi també va ser confirmada mitjançant 

l’anàlisi amb microscopi de llum polaritzada i microscopi electrònic de 

transmissió. En ambdós casos es va veure una disminució de la mida dels agregats 

en presència de l’inhibidor específic del lloc perifèric. 

 

La insolubilitat de les estructures amiloides i les dificultats per tal d’obtenir 

materials cristal·litzats limiten seriosament el nombre de metodologies (NMR i 

XRD= ressonància magnètica nuclear i difracció de raigs X) que poden donar 

una gran informació sobre les característiques estructurals i el procés d’agregació 

de les proteïnes. Per consegüent, la microscòpia de la força atòmica (MFA) ha 

esdevingut poderosa, com a eina d’anàlisi per fer estudis d’estructura, errors de 

plegament i agregació a la superfície de les proteïnes. L’autoacoblament  
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amiloidogènic dels agregats d’insulina (Jansen et al., 2005) i l’adsorció de 

l’albúmina sèrica humana i de la tripsina pancreàtica porcina sobre la superfície 

de la mica han estat descrits mitjançant l’anàlisi amb el MFA (Quist et al., 1995). 

En el nostre estudi, les imatges de MFA confirmen el procés d’agregació de PrP82-

146 a diferents temps. Les imatges control (de les mostres incubades en absència 

d’AChE) mostraren la formació de petits punts de proteïna (dímers i/o 

oligòmers) que exhibeixen una petita tendència a agregar a temps 0 hores. Un 

comportament similar s’ha descrit pels monòmers i el dímer d’insulina nadiva 

dipositats sobre una superfície de mica (Jansen et al., 2005). Les imatges de MFA 

obtingudes transcorregudes vint-i-quatre i quaranta-vuit hores des de l’inci de la 

incubació mostraren un increment del grau d’amiloidogènesis espontània, com 

també es va observar en les anàlisis dutes a terme amb microscòpia electrònica, 

de llum polaritzada i de fluorescència. A més, es pot observar la formació de 

nous oligòmers a la monocapa proteica, la qual cosa suggereix la formació dels 

precursors de les fibres. No obstant això, la presència d’AChE indueix 

l’acceleració del procés d’agregació de PrP82-146, ja que al temps zero hores 

s’observa una estructura de rusc distorsionat i entrellaçat amb alçades superiors 

als 4 nm. Després de vint-i-quatre hores d’incubació, es poden detectar petites 

fibres a la superfície proteica, que poden assolir altures de fins a uns pocs μm. A 

més a més, aquestes fibres presenten trets de fibres amiloides madures, tals com 

les tendències tòrcer-se i doblegar-se (Khurana et al., 2003). La presència d’iodur 

de propidi concomitantment amb l’AChE inhibeix el procés d’agregació induït 

per l’enzim com en aquest mateix estudi es va observar en microscòpia de 

fluorescència, llum polaritzada i electrònica. Cal afegir que la monocapa proteica 

i la formació de fibres no es va observar en presència d’iodur de propidi. 

 

Els resultats obtinguts sobre l’agregació dels pèptids priònics induïda per AChE i 

el paper que les huprines van mostrar que exercien com a inhibidors d’aquest 

procés ens van fer pensar que possiblement compostos duals amb capacitat per 

unir-se tant al lloc catalític com perifèric de l’AChE podrien mostrar un efecte 

inhibidor important. És per això que es van seleccionar dos heterodímers, 

especialment dissenyats per unir-se a aquests dos llocs de l’enzim i s’en va 
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analitzar l’activitat inhibitòria sobre el procés d’agregació de PrP106-126 induït per 

AChE. Tots dos compostos van ser obtinguts per hibridació de la huprina Y i la 

tacrina, i són Hup8TCl i Hup8TH. 

 

Per avaluar  l’efecte de Hup8TCl i Hup8TH sobre el procés d’agregació de 

proteïnes amiloidogèniques es va dur a terme un estudi in vitro amb el pèptid 

priònic PrP106-126 juntament amb l’AChE de forma similar al fet amb les 

huprines. Tant Hup8TCl com Hup8TH disminueixen de manera clara el procés 

d’agregació de PrP106-126 induït per AChE. La CI50 de Hup8TCl és de 0,26342 

±0,05 μM i la de Hup8TH CI50 = 0,06866 ±0,001 μM,; aquest últim compost 

és el que presenta una CI50 més baixa. Com hem comentat anteriorment, l’iodur 

de propidi s’uneix de manera selectiva al lloc perifèric de l’AChE, responsable de 

l’agregació de les proteïnes amiloidogèniques; la CI50 l’iodur de propidi respecte 

a la inhibició de l’agregació de PrP106-126 és de 1,27 ± 0,1 μM. Aquestes dades 

ens indiquen que els heterodímers Hup8TCl i Hup8TH, tenen una potència 

major a l’hora d’inhibir el procés d’agregació dels pèptids priònics induït per 

AChE. 

 

Els percentatges d’inhibició de l’agregació de PrP106-126 induïda per l’AChE a una 

mateixa concentració de fàrmac (100 μM), són al voltant del 87% tant per 

Hup8TCl com per Hup8TH. Aquests percentatges d’inhibició són molt similars 

als valors del propidi (lligand selectiu del lloc perifèric de l’enzim) 87 % i les 

huprines X (84 %) i Z (89 %). En canvi, aquests percentatges d’inhibició són 

molt superiors als obtinguts amb la tacrina i la huperzina A, amb les quals no se 

supera el 16 %. 

 

L’efecte proagregant l’AChE sobre el pèptid βA descrit per Inestrosa ha portat al 

desenvolupament de nous fàrmacs amb la capacitat d’interaccionar 

simultàniament tant amb el lloc actiu com amb el lloc perifèric (responsables de 

l’efecte proagregant) de l’enzim. Amb aquesta premissa es van dissenyar els 

heterodímers huprina-tacrina capaços, gràcies a la seva estructura química, 



                                                                                                                           Discussió 

 140 

d’interaccionar tant amb el lloc actiu com amb el lloc perifèric de l’AChE 

(Muñoz-Torrero i Camps, 2008). Aquesta característica dels heterodímers 

explicaria la seva major afinitat per l’enzim, comparats amb compostos que 

només interaccionen amb el lloc perifèric (com és el cas del l’iodur de propidi), i 

també la seva major potència antiagregant.  

 

A més de l’efecte antiagregant d’aquests heterodímers també es van  caracteritzar 

altres aspectes del seu perfil farmacològic. En primer lloc vam determinar la 

capacitat inhibitòria de les colinesterases i en segon lloc la seva interacció amb 

receptors muscarínics. 

 

Seguint amb aquesta línia d’estudi vam obtenir resultats que mostren clarament 

que tots dos heterodímers huprina-tacrina estudiats, Hup8TCl i Hup8TH, són dos 

potents inhibidors de l’AChE, que presenten unes CI50 de l’ordre de nanomolar  

sobre l’AChE humana, amb valors de 0,4 ± 0,03 nM per Hup8TCl i 0,33 ± 0,01 

nM per Hup8TH, i que a més a més posseeixen una activitat superior a la 

mostrada per les huprines i la tacrina sota les mateixes condicions experimentals. 

D’altra banda, aquests heterodímers mostren IC50 superiors en el cas de la BChE, 

la qual cosa indica que tenen una major selectivitat per l’AChE. La raó entre les 

CI50 BChE/CI50 AChE va ser d’aproximadament de 14 per Hup8TCl i de 20 per 

Hup8TH. Les huprines també van mostrar una major selectivitat per l’AChE que 

per la BChE, però en el cas de les huprines la CI50 per la BChE va ser molt 

superior a la presentada pels heterodímers. La tacrina  va inhibir de manera més 

potent la BChE que l’AChE, la qual cosa coincideix amb els resultats publicats 

prèviament (Hunter et al., 1989; Jackisch et al., 2009). 

 

Clàssicament s’ha considerat que la selectivitat vers l’AChE vs la BChE produïa 

una disminució en la presentació d’efectes colinèrgics perifèrics (Benzi i Moretti, 

1998). No obstant això, nombroses evidències mostren que la BChE també juga 

un paper important en la hidròlisi de l’ACh, per la qual cosa la seva inhibició 

també podria aportar beneficis terapèutics. En el cervell sa, l’AChE suposa un 80 
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% del total de les ChE, mentre que la BChE representa tan sols un 20 % (Greig 

et al., 2001); es considera que aquesta última juga un paper poc important en la 

regulació dels nivells d’ACh. Tanmateix, això no és així en els cervells de pacients 

amb MA en els quals l’activitat de l’AChE pot disminuir fins a un 55-67 % dels 

valors normals i la BChE augmenta la seva activitat (Perry et al., 1978). Per tant, 

ambdós enzims sembla que estan implicats en la regulació dels nivells d’ACh, i 

poden considerar-se així dos objectius sobre els quals cal incidir per millorar el 

dèficit colinèrgic (Ballard et al., 2005; Giacobini, 2003b). 

 

També s’ha suggerit que la BChE podria tenir un paper important en l’etiologia i 

la progressió de la MA més enllà de la simple regulació dels nivells de 

neurotransmissor colinèrgic (Giacobini, 2001; Greig et al., 2001; Mesulam et al., 

2002). Així mateix s’ha caracteritzat un ratolí al qual li manca el gen que codifica 

per l’AChE i que ha resultat ser viable, malgrat que és més sensible a l’efecte dels 

inhibidors selectius de la BChE, la qual cosa demostra encara més clarament que 

aquest últim enzim és capaç d’hidrolitzar l’ACh i que és important en la 

neurotransmissió colinèrgica (Xie et al., 2000). A més, en aquests ratolins els 

nivells de BchE són considerablement superiors als normals, la qual cosa indica 

que aquest, i probablement també altres enzims, són capaços de compensar 

algunes de les funcions de l’AChE. Tenint en compte totes aquestes dades, més 

important que la selectivitat pel tipus de ChE, seria prioritari que un inhibidor 

centrés el seu efecte en el SNC, ja que l’activitat perifèrica podria comportar un 

augment dels símptomes colinèrgics indesitjats. 

 

Com s’ha comentat abans, la BChE sembla que també té una funció sobre la 

progressió de la malaltia en afectar l’agregació de la proteïna βA en els primers 

estadis de la formació de plaques senils (Guillozet et al., 1997). Tant aquest 

enzim com l’AChE s’acumulen dins les plaques i es troben en els cabdells 

neurofibril·lars (Giacobini, 2003a; Mesulam i Geula, 1994). S’ha provat que la 

inhibició selectiva de la BChE en cultius de teixits produeix una disminució en els 

nivells de APP tant en l’àmbit intracèl·lular com extracel·lular (Lahiri et al., 

2000). 



                                                                                                                           Discussió 

 142 

 

S’ha determinat que la inhibició de les ChE en el líquid cefaloraquidi produïda 

per la rivastigmina, inhibidor de tots dos enzims amb potència similar, es 

correlaciona clarament amb una millora de la funció cognitiva en pacients amb 

MA (Robert, 2002; Wynn and Cummings, 2004), la qual cosa proporciona 

proves experimentals sobre els beneficis terapèutics d’una inhibició simultània 

d’ambdós ChEs. Per tant, el fet que els inhibidors Hup8TCl i Hup8TH produeixin 

també una inhibició considerable sobre la BChE representa una característica de 

gran interès d’aquests compostos. 

 

Malgrat que l’ús dels fàrmacs purament inhibidors de l’AChE ha estat el recurs 

més utilitzat per al tractament de la MA, la seva efectivitat s’ha vist limitada pel 

deteriorament del sistema colinèrgic a nivell presinàptic que dóna lloc a una 

disminució de les reserves d’ACh (Dekosky, 2001; Dekosky i López, 1998; Lopez 

and Dekosky, 2003). D’altra banda, estudis postmortem de cervells de pacients 

afectats per la malaltia han assenyalat que no hi ha una alteració en la densitat de 

receptors muscarínics i la proteïna G a la qual s’associen en condicions normals 

(Ladner et al., 1995; Thathiah i De, 2009), malgrat això els receptors muscarínics 

M1 podrien ser una bona diana terapèutica de la MA. Tenint en compte aquestes 

dades, l’existència d’un compost que combinés ambdues propietats, la inhibició 

de les ChE cerebrals i agonisme muscarínic M1, podria suposar un gran avanç en 

aquest camp. 

 

S’han descrit cinc tipus de receptors muscarínics, presents en el sistema nerviós 

central i perifèric (Bonner, 1989). Els receptors M1 es localitzen predominantment 

de forma postsinàptica en l’escorça cerebral, l’hipocamp i el sistema 

gastrointestinal. Els M2 es localitzen sobre tot a nivell presinàptic en les neurones 

colinèrgiques cerebrals i el teixit cardíac. El tipus M3 està en teixits glandulars, 

especialment en glàndules salivals. Els receptors M4 i M5 no estan ben 

caracteritzats i no s’han relacionat amb efectes adversos específics. Aquestes 

dades suggereixen que una activació selectiva dels receptors muscarínics M1 

suposaria una millora eficaç dels  dèficits cognitius que es presenten en la MA, i es 
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limitaria a la vegada al màxim la presentació d’efectes adversos associats a 

l’activació d’altres receptors muscarínics (Avery et al., 1997; Fisher et al., 2003). 

 

Per aquest motiu vam estudiar la interacció d’aquests heterodímers sobre els 

receptors muscarínics de tipus M1. En els experiments en què es va estudiar el 

desplaçament de la fixació específica de [3H]-pirenzepina (lligand específics dels 

receptors M1) duta a terme pels heterodímers, es van obtenir corbes 

monofàsiques, amb valors de nH propers a la unitat, la qual cosa va indicar que 

els compostos competien per un únic lloc de fixació. Ambdues substancies 

mostraren una afinitat alta pels receptors muscarínics M1 i l’afinitat de Hup8TCl 

va ser lleugerament superior a la de Hup8TH, com pot veure’s pels valors de Ki 

2,1 ± 0,24 nM front 8,3± 0,87 nM malgrat aquesta diferència no és significativa. 

D’altra banda, els estudis de fixació de radiolligands als receptors muscarínics M2, 

que es van dur a terme amb [3H]-QNB, van evidenciar una afinitat menor dels 

heterodímers per aquest tipus de receptor, sent la Ki per Hup8TCl, 290 ± 13 nM, 

i en el cas de Hup8TH, de 200 ± 9 nM. Aquests resultats posen de manifest que 

tota dos heterodímers estudiats presenten una afinitat significativament superior 

pels receptors muscarínics M1 que no pas pels M2. 

 

Hi ha estudis que demostren que la CI50 de la huperzina A pel desplaçament de 

la fixació de [3H]-QNB és superior a 500 μM (Tang et al., 1989) la qual cosa 

prova que aquest compost presenta una afinitat molt baixa pels receptors 

muscarínics, en comparació amb altres IAChE, incloent-hi la fisostigmina (CI50 = 

170 μM). La tacrina, en canvi, interacciona amb receptors muscarínics en cervells 

humans i de rosegadors, malgrat que sense distinció entre els subtipus M1 i M2 

(Flynn and Mash, 1989; Nilsson et al., 1987; Perry et al., 1988). Hunter et al 

1989 van descriure que la tacrina s’uneix de manera no selectiva tant a receptors 

M1 (Ki = 0,06 μM) com als M2 (Ki = 0,88 μM). En un altre estudi s’ha posat de 

manifest que una CI50 de la tacrina pels receptors M1 igual a 0,7 μM (Snape et 

al., 1999). En qualsevol cas, de les diverses dades podem extreure que els 

heterodímers huprina Y-tacrina emprats en aquest treball presenten una afinitat 

pels receptors muscarínics M1 superior a l’afinitat de la tacrina i, per descomptat, 
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de la huperzina A, compostos dels quals deriven les huprines. Presenten una 

afinitat superior que la huprina Y, que té una Ki de 0,25 ± 0,09 μM, i també que 

les altres huprines de les quals se’n va caracteritzar la interacció amb els receptors 

muscarínics, que serien la huprina X i Z amb Ki de 0,25 ± 0,09 μM i 0,39 ± 

0,03 μM respectivament (Alcala et al., 2005; Roman et al., 2002a).   

 

Diferents estudis in vivo i in vitro suggereixen que els agonistes muscarínics i, en 

particular, els que actuen preferentment sobre els receptors M1, produeixen una 

millora dels símptomes cognitius presents a la MA (Fisher, 2008b; Korczyn, 

2000). La major afinitat pels receptors M1 dels heterodímers huprina-tacrina 

estudiats suposaria una via addicional per estimular el sistema colinèrgic,a més a 

més de la seva activitat com a IAChE. 

 

És important destacar que l’estimulació dels receptors M1 incrementa 

l’alliberament de l’APP soluble i, en conseqüència, disminueix la formació de 

proteïna βA (Eckols et al., 1995). L’existència d’una interacció entre el 

metabolisme anormal d’APP i la disfunció colinèrgica és cada vegada més obvia 

(Perry et al., 1996). L’APP és una proteïna transmembranal que és processada per 

una α-secretasa en el seu domini extracel·lular/intraluminal després de l’activació 

de receptors associats a proteïnes G acoblades a la seva vegada a la hidròlisi de 

fosfoinosítids. L’estimulació de receptors colinèrgics acoblats a aquests sistemes i a 

l’activació de la proteïna-quinasa C que produeix un increment de l’alliberament 

de formes solubles d’APP en diversos tipus de cèl·lules (Buxbaum et al., 1992; 

Buxbaum et al., 1990; Koch et al., 2005; Slack et al., 1997). L’activació 

mitjançant agonistes muscarínics de cèl·lules PC12 transfectades amb receptors 

muscarínics M1 va resultar en la secreció de fragments d’APP solubles, la quals 

cosa redueix a la seva vegada la producció de la proteïna βA (Danenberg et al., 

1995). Per tant, un empitjorament dels senyals de transducció lligats al sistema 

colinèrgic a causa de la proteïna βA podria reduir l’alliberament de formes 

solubles d’APP. Atès que l’APP humà protegeix les neurones davant de danys 

d’excitotoxicitat aguda i crònica in vivo (Cerpa et al., 2004; Masliah et al., 

1997), a la vegada que disminueix els nivells de proteïna βA, l’activació dels 
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receptors muscarínics M1 podria jugar a més a més un paper en la 

neuroprotecció, la qual cosa representa un avantatge addicional dels 

heterodímers com agonistes d’aquests receptors. 

 

Tornant a les huprines X, Y i Z de les quals hem parlat al llarg d’aquest treball, 

cal destacar que tenen nombroses característiques que les fan altament 

interessants: inhibeixen amb elevada potència l’activitat catalítica l’AChE (Alcala 

et al., 2003a), actuen com a agonistes dels receptors muscarínics i potenciadors 

dels receptors nicotínics (Alcala et al., 2005; Roman et al., 2004) i inhibeixen el 

procés d’agregació amiloidogènic (Pera et al., 2006). Les malalties 

neurodegeneratives, i en particular la malaltia d’Alzheimer, en el 

desenvolupament de les quals intervenen diferents factors, fan que actualment se 

cerquin compostos amb múltiples efectes beneficiosos, com és el cas de les 

huprines, i no amb la sola capacitat d’inhibir l’AChE.  

 

Atesos els prometedors resultats obtinguts fins al moment amb les huprines i 

també al fet que la huperzina A, un dels compostos parentals del qual deriven les 

huprines, ha mostrat que té efectes neuroprotectors, es va considerar interessant 

analitzar la possible acció neuroprotectora de les huprines. Múltiples línies 

d’evidència suggereixen que els radicals lliures estan implicats en la citotoxicitat 

induïda per βA en els cervells de pacients amb MA. S’ha demostrat que el pèptid 

βA pot generar radicals lliures, indueix la producció intracel·lular d’espècies 

reactives d’oxigen (ROS), causa oxidació de proteïnes i peroxidació de lípids. 

Totes aquestes dades mostren que els cervells de pacients amb MA estan 

clarament sotmesos a un increment de l’estrès oxidatiu, el qual jugaria un paper 

molt important en la degeneració i la mort neuronal (Behl, 1999; Benzi i 

Moretti, 1995; Markesbery, 1997). 
 
 

De fet, la demència es considera una conseqüència directa del dany neuronal i 

aquest dany està estrictament relacionat amb els processos oxidatius. També s’ha 

descrit que en l’envelliment no patològic hi ha un desequilibri entre els 

antioxidants i els prooxidants, la qual cosa comporta una acumulació de ROS 
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que incrementen el dany macromolecular (Ames et al., 1993), de manera que els 

desequilibris locals de la producció de ROS poden disparar o contribuir al 

desenvolupament d’aquestes malalties. De fet, quan parlem de l’etiologia i la 

fisiopatologia de la MA, necessàriament s’ha de parlar d’estrès oxidatiu: βA i 

l’estrès  oxidatiu estan inevitablement lligats ja que els oxidants incrementen la 

producció de βA a les neurones (Misonou et al., 2000; Paola et al., 2000 

;Tamagno et al., 2005), l’estrès oxidatiu promou l’agregació de βA in vitro 

(Siegel et al., 2007), i βA fibril·lar indueix estrés oxidatiu in vitro i in vivo 

(Harkany et al., 2000). 

 

El pèptid βA està associat amb espècies reactives de l’oxigen al bell mig de les 

plaques senils i el conjunt resulta altament tòxic per les a neurones. Les plaques 

incrementarien l’estrès oxidatiu, desencadenarien l’augment dels ROS 

(Guglielmotto et al., 2009; Markesbery, 1997; Markesbery i Carney, 1999; 

Reddy et al., 2009; Sultana et al., 2009), provocarien la disfunció cel·lular. 

Aquestes disfuncions que estarien relacionades amb la neurotoxicitat de βA i que 

condueixen a la neurodegeneració característica de la MA implicarien tant 

necrosi com apoptosi (Kitamura et al., 1999; Mattson, 2000; Pearson et al., 

1985) La necrosi és causada per un dany cel·lular catastròfic que porta a l’imflat 

passiu de la cèl·lula, un dany dels orgànuls citoplasmàtics, i un ràpid col·lapse de 

l’homeòstasi interna. Eventualment pot comportar la lisi de la membrana, i 

l’alliberament del contingut cel·lular al medi extracel·lular, el qual provoca 

inflamació (Kerr et al., 1972; Schwartz et al., 1993). Mentre que la necrosi és un 

procés passiu, l’apoptosi és un procés actiu caracteritzat per l’encongiment 

cel·lular, la condensació de la cromatina i la formació de cossos apoptòtics (Kerr 

et al., 1972) (Kihara, 1992). Nosaltres ens hem centrat en la necrosi basant-nos en 

les dades d’alguns autors que posen de manifest la major importància de la 

necrosi davant de l’apoptosi en el desenvolupament de la MA (Zhu et al., 2006). 

 

Tal  com s’ha descrit a la introducció, una de les accions importants dels IAChE i 

de gran interès com a agents terapèutics davant de malalties neurodegeneratives, 
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és la neuroprotecció. Un dels primers IAChE que va mostrar efectes 

neuroprotectors va ser la huperzina A (Tang et al., 2005; Wang et al., 2006; 

Wang and Tang, 2005). Aquest fàrmac protegeix davant de la neurotoxicitat 

induïda per glutamat, peròxid d’hidrogen i βA25-35 (Zhang and Tang, 2000). 

Estudis in vivo amb rates tractades amb huperzina A han demostrat que a més 

dels efectes sobre el sistema colinèrgic aquest fàrmac té efectes beneficiosos sobre 

el sistema de destoxicació de radicals lliures i el metabolisme energètic (Zhang i 

Tang, 2000). Posteriorment també es va demostrar que tan el donepezil, com la 

galantamina i la tacrina mostren efectes neuroprotectors davant l’efecte 

neurotòxic induït per la proteïna βA (Svensson i Nordberg, 1998; Zhang et al., 

2002; Zhou et al., 2001). Si bé aquests efectes neuroprotectors sembla que són 

independents de la seva interacció amb l’AChE, perquè a que es produeixen a 

concentracions molt més elevades que la IC50 per l’AChE (Takada et al., 2003), 

si que s’ha demostrat que podria estar relacionat amb els receptors nicotínics 

(Svensson i Nordberg, 1998; Takada et al., 2003). En estudis previs fets al nostre 

laboratori es va demostrar que la (±)-huprina X té un efecte potenciador sobre 

el receptor nicotínic similar al descrit per la galantamina (Roman et al., 2004). 

 

Així doncs, com que l’acció neuroprotectora dels IAChE podria estar relacionada 

amb l’esmentat receptor i com que els compostos parentals de les huprines 

(huperzina A i tacrina) mostres efectes neuroprotectors es van fer una sèrie 

d’experiments amb la finalitat d’analitzar la possible acció neuroprotectora de les 

hurpines. A més a més, estudis previs han demostrat que a (±)-huprina Y mostra 

un efecte protector davant el glutamat en cultiu de cèl·lules granulars i també 

davant de lesions estriatals induïdes per àcid 3-nitropropiònic (Canudas et al., 

2003). Tanmateix, quan aquest mateix compost es va estudiar front a les lesions 

produïdes per la coquicina (fàrmac antimitòtic que atura la divisió cel·lular en 

metafase o anafase), la (±)-huprina Y no va mostrar cap efecte antiapoptòtic, 

utilitzant el mateix model experimental (Jorda et al., 2004). 

 

En el present estudi es va analitzar l’habilitat d’un grup d’inhibidors de l’AChE 

(les hurpines X, Y i Z) per protegir cèl·lules davant d’estímuls oxidants. Amb 
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aquest propòsit es van utilitzar cèl·lules PC12 derivades de la medul·la adrenal de 

feocromocitoma de rata. Quan aquestes cèl·lules creixen en un medi ric en 

sèrum, es divideixen i actuen com a precursors de les cèl·lules cromafins de la 

medul·la o de neurones simpàtiques. A més a més en presència de NGF, aquestes 

cèl·lules naïf adquireixen gradualment característiques fenotípiques de neurones 

simpàtiques. Així doncs, constitueixen un bon model de cèl·lules neuronals 

(Sasaki et al., 2001). 

 

Per consegüent, es va estudiar l’efecte de les huprines X, Y i Z davant de la lesió 

induïda per H2O2 en cèl·lules PC12, tant diferenciades amb NGF com sense 

diferenciar. L’estudi es va iniciar en cèl·lules PC12 no diferenciades, on la 

presència dels fàrmacs va induir efectes neuroprotectors quan aquests es van 

preincubar durant 24 o 48 hores abans de l’addició del H2O2. Quan els fàrmacs 

es van incubar de forma concomitant amb H2O2 no es va observar cap efecte 

neuroprotector (dades no presentades). Aquestes dades posen de manifest la 

importància del temps de preincubació per tal que aquests compostos puguin 

exercir els seus efectes neuroprotectors. La importància del temps per observar 

efectes neuroprotectors en tractaments amb IAChE és un fet demostrat la 

literatura científica. En estudis fets amb diferents IAChE (donepezil, galantamina i 

tacrina) en neurones corticals davant l’agressió causada pel glutamat, es va 

observar que l’efecte protector d’aquests IAChE era més pronunciat com més 

llarg fos el temps de incubació, i no es va observar cap efecte neuroprotector 

quan els IAChE eren afegits al medi de manera concomitant amb el glutamat 

(Takada et al., 2003; Takada-Takatori et al., 2006). 

 

Cal destacar que els efectes neuroprotectors de les huprines s’observen de 

manera més pronunciada quan incrementem els temps de preincubació fins a 48 

hores. En aquest cas s’observen percentatges de protecció significatius fins i tot a 

la concentració més baixa (0,01 μM), en les tres huprines estudiades. Malgrat que 

en totes les huprines s’observen majors percentatges de protecció amb 

preicubacions de 48 hores, l’efecte més destacat es dóna amb la huprina X, on 

passem d’aproximadament d’un 50 % de protecció a un 70 %. 
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Els estudis de la viabilitat cel·lular també es van dur a terme amb cèl·lules PC12 

diferenciades amb NGF tal com hem comentat abans. Les cèl·lules diferenciades 

presenten característiques neuronals, per la qual cosa és possible que el perfil 

neuroprotector de les huprines sigui diferent en aquestes cèl·lules. En les cèl·lules 

diferenciades es van fer estudis només de les concentracions d’1 i 0,1 μM amb un 

període de preincubació de 48 hores abans d’afegir el H2O2, ja que aquestes són 

les condicions en les quals les huprines van mostrar un efecte neuroprotector més 

rellevant en cèl·lules indiferenciades (70-51 %). Totes les huprines, a totes les 

dues concentracions estudiades, van exercir un efecte neuroprotector en aquest 

tipus cel·lular i els percentatges de neuroprotecció obtinguts són similars als de les 

cèl·lules indiferenciades. 

 

Els percentatges de protecció en cèl·lules diferenciades tractades amb les tres 

huprines, oscil·len entre el 56 i el 44%. Per tant, que són similars als obtinguts 

amb les cèl·lules indiferenciades són lleugerament inferiors encara que les 

diferències no són significatives. Aquestes diferències en els resultats es podrien 

explicar com a conseqüència de les diferències dels dos tipus cel·lulars. Com hem 

comentat anteriorment en el procés de diferenciació es produeixen canvis que 

fan que passem de cèl·lules naïf a cèl·lules amb característiques de neurones 

simpàtiques. Aquests canvis podrien fer que les cèl·lules responguessin de manera 

diferent a un estímul agressiu com és el cas de l’H2O2; de fet, s’ha descrit una 

major sensibilitat de les cèl·lules PC12 diferenciades dels agents oxidants, entre els 

el quals l’H2O2, que explicarien aquesta menor recuperació de la viabilitat en 

cèl·lules diferenciades comparades amb PC12 indiferenciades (Sasaki et al., 2001). 

 

En estudis realitzats prèviament en el nostre grup es va descriure que les huprines 

són agonistes del receptors muscarínics M1 i dels receptors nicotínics (Alcala et al., 

2005; Roman et al., 2002a; Roman et al., 2004). Aquestes dades ens van portar 

a pensar que fos possible que l’efecte agonista de les huprines sobre aquests 

receptors pogués desencadenar un efecte neuroprotector afegit a l’efecte 

potenciador del sistema colinèrgic.  
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La pèrdua de nAChRs està associada amb un gran nombre de malalties tals com 

la MA, la malaltia de Parkinson, la demència amb cossos de Lewy, 

l’esquizofrènia, l’autisme i els desordres de pèrdua d’atenció o hiperactivitat 

(Bourin et al., 2003; Court JA et al., 2000; Forgacs and Bodis-Wollner, 2004; 

Nordberg, 2001; Perry et al., 1990; Pimlott et al., 2004). Els nAChRs presinàptics 

poden modular l’alliberació de dopamina, noradrenalina, serotonina, ACh, àcid 

aminobutíric (GABA) i glutamat. Aquests sistemes de neurotransmissors juguen un 

paper molt important tant en funcions cognitives com no cognitives. Per tant els 

nAChRs serien una bona diana per a nous tractaments de malalties 

neurodegeneratives (Shimohama, 2009). Els estudis fets pel grup de Shimohama 

(Shimohama, 2009;Shimohama and Kihara, 2001) han permès hipotetitzar la 

implicació dels nAChRs en la cascada de neuroprotecció. Aclareixen que la 

cascada PI3K-Akt contribueix en els efectes neuroprotectors de la nicotina, i que 

la família de Bcl-2 és activada downstream de la cascada PI3K-Akt i funciona com 

un factor de mort. Es creu que l’activació de PI3K-Akt promou la supervivència 

cel·lular, i que l’up-regulació de Bcl-2 es un dels principals components d’aquest 

mecanisme de supervivència cel·lular. L’estimulació dels nAChRs transdueix 

aquestes senyals de supervivència de manera addicional al seu paper en la 

neurotransmissió. 

 

Els receptors muscarínics també tenen un paper determinant en el 

desenvolupament de la MA; de fet, estan relacionats amb tres aspectes clau de la 

malaltia: el pèptid βA, la hiperfosforilació de tau i la pèrdua de funció colinèrgica 

que porta a les alteracions cognitives (Fisher et al., 2003). En el procés de la 

malaltia es produeix una reducció de receptors muscarínics, però cal destacar que 

els receptors muscarínics postsinàptics del subtipus M1 del neocòrtex estan 

preservats en pacients amb MA, mentre que els del subtipus M2 estan reduïts en 

nombre (Avery et al., 1997). Per tant, els agonistes dels receptors muscarínics dels 

subtipus M1, podrien ser una bona diana terapèutica. Hi ha estudis que posen de 

manifest la potencialitat del tractament amb agonistes muscarínics, que donen 

evidències de que l’activació d’aquests receptors comporta: l’activació de l’alfa-
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secretasa i afavoreix el processament no amiloidogènic d’APP, la inhibició de la 

gamma-secretasa i disminueix així el processament amiloidogènic d’APP i a la 

reducció de la mort cel·lular provocada per βA i estrès oxidatiu (Fisher et al., 

2003). Les dades prèvies obtingudes al nostre laboratori que mostren que la 

huprina X actua com un agonista dels receptors M1 (Roman et al., 2002a), i les 

dades bibliogràfiques que posen de manifest l’efecte protector dels agonistes 

muscarinics davant l’estrès oxidatiu (Fisher et al., 2003; Fisher, 2008b) ens van 

portar a pensar en la possible implicació dels receptors muscarínics en l’efecte 

neuroprotector de les huprines. 

 

Amb l’objectiu de determinar si aquests receptors estaven implicats en el procés 

neuroprotector activat per les huprines, es van utilitzar els antagonistes selectius 

dels receptors nicotínics i muscarínics, la mecamilamina i l’atropina 

respectivament. En analitzar el paper d’aquests receptors en les cèl·lules 

indiferenciades no vam observar cap modificació de l’acció neuroprotectora de 

les huprines, cosa que ens va indicar que ni els receptors nicotínics ni els 

muscarínics influencien l’acció protectora d’aquests anticolinesteràsics. En canvi 

en les cèl·lules diferenciades es va observar una marcada disminució de la 

protecció significativa fins a valors molt similars als controls. Així, en presència de 

mecamilamina s’observà una disminució de la protecció entre el 2,3 %, al 7 % i 

al 17 % per les huprines Y, X i Z, respectivament. Cal destacar que s’ha demostrat 

que la població de receptors nicotínics és major en cèl·lules PC12 diferenciades, ja 

que el NGF incrementa la transcripció de les subunitats α5, α7 i β4 del nAChR 

(Nakamura et al., 2001). 

 

La major reducció de l’acció protectora de les huprines observada en presència 

de l’antagonista nicotínic estaria en consonància amb els resultats obtinguts en 

altres grups, que destaquen el potencial efecte dels receptors nicotínics en el 

desenvolupament de la malaltia davant l’efecte dels receptors muscarínics 

(Takada et al., 2003; Takada-Takatori et al., 2006). També s’ha mostrat que els 

efectes neuroprotectors del donepezil i la galantamina davant el glutamat poden 

ser revertits per antagonistes dels α4- i α4 nAChR i per determinats inhibidors de 
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quinases de la via de IP3K (Takada-Takatori et al., 2006). Aquesta complexa via, 

implica l’activació i la inhibició de nombroses proteïnes, i el resultat final pot 

desencadenar efectes tan variats com la proliferació cel·lular, l’apoptosi, la síntesi 

proteica o la transcripció. Bcl-2 i Bcl-xl són dos factors antiapoptòtics que formen 

part d’aquesta via i actuen al mitocondri. 

 

També la presència de l’antagonista muscarínic atropina, en cèl·lules 

diferenciades amb NGF, va modificar la capacitat neuroprotectora de les 

huprines, si bé de manera parcial. Així doncs, en presència de les huprines i 

l’atropina de forma concomitant la protecció que van mostrar les huprines 

davant l’H2O2  va oscil·lar entre un 16 % i un 32 %. 

 

Les nostres dades indiquen que la neuroprotecció induïda per les huprines estaria 

relacionada de manera important amb els nAChRs i com hem comentat 

anteriorment, l’activació d’aquests receptors pot activar la via PI3K-Akt. Sembla 

que aquesta mateixa via podria up-regular la expressió de la Cu/Zn-SOD a través 

de l’activació del NF-κβ (Rojo et al., 2004). 

 

Els ROS es formen com bioproductes de la respiració i del metabolisme oxidatiu i 

la seva acumulació pot portar a la peroxidació de lípids, l’oxidació de proteïnes i 

a danys en el DNA (Gotz et al., 1994; Xiao et al., 2000b). Les cèl·lules estan 

equipades amb múltiples antioxidants com la glutatió peroxidasa, la catalasa i la 

superòxid dismutasa, juntament amb antioxidants no enzimàtics com el α-

tocoferol, l’ascorbat, el glutatió i la cisteïna (Xiao et al., 2000b). Donada la 

importància de la SOD com a enzim detoxificador dels ROS, i a la relació de 

l’activació dels receptors nicotínics amb l’increment de la seva expressió, el pas 

següent del nostre estudi va ser analitzar la possible implicació de la SOD en el 

procés neuroprotector induït per les huprines.  

  

En les cèl·lules no diferenciades es va observar una activació clara de la superòxid 

dismutasa a les concentracions d’1 i 0,1 μM amb un període de preincubació de 

quaranta-vuit hores, per les tres huprines estudiades. En el cas de l’huprina Z, 
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s’observa una activació significativa de la SOD fins i tot a la concentració de 0,01 

μM. Les huprines també van induir un increment de l’activitat de la SOD en les 

mateixes condicions experimentals en cèl·lules diferenciades. En aquest segon cas 

l’augment de l’activitat és lleugerament menor a l’observat en cèl·lules no 

diferenciades (fig. 40).  

 

Aquesta diferència aproximada del 30 % en l’activació de la SOD en cèl·lules 

indiferenciades i diferenciades podria tenir la seva base en l’efecte regulador dels 

enzims oxidatius exercit pel NGF en el cervell (Podratz and Windebank, 2005). 

El NGF ha mostrat ser un agent preventiu de la mort cel·lular mitjançant la up 

regulació d’enzims antioxidants, com és el cas de la SOD. La supervivència 

cel·lular davant l’H2O2 es veu incrementada en cèl·lules PC12 tractades amb NGF 

gràcies la up-regulació de la catalasa, la SOD i la glutatió peroxidasa (Jackson et 

al 1994; Pecha’n 1991). Els nivells de GSH estan incrementats en cèl·lules PC12 i 

SHSY5Y tractades amb NGF (Pan and Perez-Polo, 1993). El NGF també juga un 

paper molt important en la regulació dels enzims antioxidants en el cervell. En 

rates velles, el NGF restaura els nivells disminuïts de catalasa, SOD i GPx (Nistico 

et al., 1992). Altres autors proposen que els efectes de l’huperzina A (compost 

parental del qual deriven les huprines) en la neuroprotecció són molt similars als 

efectes del NGF (Cao et al., 2007; Tang et al., 2005). Passades quaranta-vuit 

hores d’incubació de cèl·lules PC12 amb huperzina A, comencen a créixer 

neurites, incrementa l’expressió d’AChE, de NGF i la seva secreció; tots aquests 

efectes són efectes molt similars als observats en presència de NGF, però no tant 

potents en el cas de huperzina A.  

 

Si el NGF per si sol provoca una up-regulació de la SOD, és comprensible que 

observem una menor activació d’aquest enzim que en cèl·lules indiferenciades. 

L’enzim ja estarà hiperactivat en presència de NGF amb la qual cosa els efectes 

que pugui arribar a produir el fàrmac seran menors que en cèl·lules que tenen un 

nivell d’activació basal. 
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Com que la mecamilamina va mostrar la capacitat d’inhibir en un elevat 

percentatge l’efecte neuroprotector de les hurpines en les cèl·lules diferenciades,  

es va avaluar si aquest antagonista era capaç de bloquejar l’activació de la SOD 

en aquestes cèl·lules. Les dades obtingudes no mostren reducció de l’activació de 

l’enzim en presència de mecamilamina. Seria possible que la regulació duta a 

terme pel NGF pugui emmascarar l’efecte dels nicotínics en aquesta activació.  

Cal destacar que el NGF per si sol indueix la via de la PI3K, que condueix a 

l’activació de la SOD (Shimoke et al., 2005). Per tant, tindria molt interès poder 

estudiar l’efecte d’aquests anticolinesteràsics en cultius primaris de neurones 

colinèrgiques per poder determinar la implicació dels receptors nicotínics en 

l’activació de la SOD observada en neurones colinèrgiques sense que el NGF 

afecti els resultats. 
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1. Hem demostrat per primer cop que l’AChE indueix l’agregació del pèptid 

priònic PrP106-126, amb un mecanisme molt similar al descrit per al pèptid βA. 

Cal destacar que les anàlisis fetes amb llum polaritzada i microscòpia electrònica 

han confirmat la natura amiloide dels ensamblatges de pèptid. La inhibició 

d’aquest procés d’agregació amb iodur de propidi indica la implicació del lloc 

aniònic perifèric de l’AChE, la qual cosa suggereix que l’efecte proagregant 

d’aquest enzim pot jugar un paper més general en la formació de fibres 

amiloides i no només amb la formació de fibres de βA.  

 

 

2. Pel que fa a la seqüència de PrP82-146 hem demostrat que l’AChE també és 

capaç de promoure la seva agregació a través del lloc perifèric de l’enzim. Els 

estudis cinètics, amb microscopis de llum polaritzada i microscopi electrònic, i 

sobretot els estudis amb microscòpia de força atòmica, mostren que l’AChE actua 

com un factor de nucleació incrementant no només el nombre de nous 

oligòmers, sinó també la formació de fibres amiloides.  

 

3. Els fàrmacs anticolinesteràsics Huprina X, Y i Z es comporten com inhibidors 

del lloc perifèric de l’AChE amb percentatges d’inhibició de l’agregació induïda 

per l’enzim semblants als descrits pel iodur de propidi a una concentració de 100 

μM. 

 

4. Els fàrmacs heterodímers amb acció dual sobre l’AChE, Hup8TCl i Hup8TH, 

mostren una afinitat superior pel lloc perifèric de l’AChE que el iodur de propidi 

com es desprén de les seves CI50 respectives. A més aquests compostos presenten 

una inhibició del lloc actiu de l’enzim de tipus nanomolar i també mostren una 

elevada afinitat pels receptors M1. 

 

5. Pel que fa als estudis de neuroprotecció les huprines X, Y i Z, mostren un 

efecte protector clar en cèl·lules PC12, diferenciades amb NGF i sense diferenciar, 

enfront a l’agressió causada pel peròxid d’hidrogen. Mostren un augment clar de 
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la viabilitat cel·lular en presència d’aquest agent oxidant, que podria venir, en 

part,  mitjançat per l’increment de l’activitat de l’enzim superòxid dismutasa. Part 

d’aquest efecte neuroprotector també vindria potenciat per l’activació de 

receptors nicotínics i muscarínics.  

 

6. Les dades presentades en aquesta Tesi, juntament amb altres dades obtingudes 

al nostre laboratori, suggereixen que les huprines són fàrmacs potencials pel 

tractament de la malaltia d’Alzheimer, però també podrien jugar un paper 

important en altres malalties que cursen amb processos neurodegeneratius, com 

es desprén dels estudis de neuroprotecció. 
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Abstract

Acetylcholinesterase (AChE), a senile plaque component, promotes amyloid-b-protein (Ab) fibril formation in vitro. The presence of
prion protein (PrP) in Alzheimer’s disease (AD) senile plaques prompted us to assess if AChE could trigger the PrP peptides aggregation
as well. Consequently, the efficacy of AChE on the PrP peptide spanning-residues 106–126 aggregation containing a coumarin fluores-
cence probe (coumarin-PrP 106–126) was studied. Kinetics of coumarin-PrP 106–126 aggregation showed a significant increase of max-
imum size of aggregates (MSA), which was dependent on AChE concentration. AChE-PrP 106–126 aggregates showed the tinctorial and
optical amyloid properties as determined by polarized light and electronic microscopy analysis. A remarkable inhibition of MSA was
obtained with propidium iodide, suggesting that AChE triggers PrP 106–126 and Ab aggregation through a similar mechanism. Huprines
(AChE inhibitors) also significantly decreased MSA induced by AChE as well, unveiling the potential interest for some AChE inhibitors
as a novel class of potential anti-prion drugs.
� 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Acetylcholinesterase; Acetylcholinesterase inhibitors; Huprines; Amyloid aggregation process; Amyloid-b-protein; Alzheimer’s disease; Prion
protein; PrP 106–126
Transmissible spongiform encephalopathies are caused
by an extra-cellular surface protein, the scrapie prion pro-
tein (PrPSc), which is an aberrant form of normal and func-
tional cellular prion protein (PrPC). The pathological
hallmarks of these diseases are the accumulation and depo-
sition of PrPSc in the form of amyloid fibrils in the central
nervous system [1]. The transition from PrPC to PrPSc

involves conformational changes with a decrease in the
a-helical and an increase in the b-sheet secondary-structure
content [2]. This conversion reaction induces remarkable
0006-291X/$ - see front matter � 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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protein; CJD, Creutzfeldt–Jakob disease; GSS, Gerstmann–Sträussler–
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changes in the physicochemical properties of the protein,
including insolubility in non-denaturating detergents and
partial resistance to proteinase K digestion [3].

In some Alzheimer’s disease (AD) patients, amyloid-
b-peptide (Ab) and prion pathologies coexist [4,5]. Actual-
ly, a common spatial pattern of protein deposition in both
pathologies has also been described [6], and the nature,
size, and morphology of multicentric PrPSc plaques are
similar to Ab-immunoreactive senile plaques [7]. In addi-
tion, Ab-positive senile plaques in AD brains commonly
contain PrP deposits [5], while sporadically Ab-positive
senile plaques have also been identified in prion diseases
such as Creutzfeldt–Jakob disease (CJD) and Gerst-
mann–Sträussler–Scheinker disease (GSS) [4,8]. The inter-
relations between the cholinergic system and PrPC were
suggested owing to the location of prion protein at the neu-
romuscular junction [9] and the co-immunoprecipitation
with the b-4 subunit nicotinic receptor in the normal

mailto:Victoria.Clos@uab.es
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human brain [10]. In addition, an implication of prion pro-
teins in the regulation of the acetylcholine receptor number
at the neuromuscular junction and in the central nervous
system has also been proposed [11].

Although the mechanism underlying amyloid protein
aggregation still remains obscure, it has been demonstrated
that acetylcholinesterase (AChE), an important component
of cholinergic synapses, co-localizes with Ab deposits in
AD brains and accelerates assembly of amyloid-b peptides
[12]. This non-catalytic function of the enzyme has been
related to the peripheral anionic site close to the entrance
of the active site gorge and it has been widely described
that AChE directly promotes the aggregation of Ab pep-
tide into amyloid fibrils through this peripheral site
[12–14]. Moreover, this amyloidogenic effect of AChE is
inhibited by propidium iodide, a purely non-specific cholin-
esterase inhibitor (AChEI) [15], which binds to the periph-
eral site decreasing Ab peptide aggregation, and a similar
effect can be observed with the non-selective bisquaternary
inhibitor, decamethonium [16]. On the contrary, active-site
competitive inhibitors, such as edrophonium, did not show
any inhibitory effect on Ab aggregation [16].

In light of these observations, we explored the capacity
of AChE to trigger the aggregation of a peptide comprising
residues 106–126 of prion protein (PrP 106–126), which
corresponds to a segment considered central to both the
process of conversion reaction and the pathogenic proper-
ties of abnormal PrP isoforms. In fact, this peptide showed
high propensity to adopt stable b-sheet secondary structure
and to assemble into straight, unbranched amyloid fibrils,
ultrastructurally similar to those observed in GSS patients
[17–19]. It also induced apoptotic death in primary cultures
of hippocampal [20], cortical [21], and cerebral neurons
[22], and exerted a trophic action on glial cells [23]. The
data reported in this paper indicate that similar to Ab,
PrP 106–126 aggregation is triggered by AChE through
an identical mechanism.
Materials and methods

Peptide synthesis. The peptide corresponding to the 106–126 segment
(KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG) of the human prion protein and
a scrambled sequence thereof (NGAKALMGGHGATKVMVGAAA)
were synthesized using solid-phase chemistry with a 433A instrument
(Applied Biosystems). Fmoc (9-fluorenylmethoxycarbonyl) was used as
the protective group for amine residues, and 1-hydroxybenzotriazole and
N,N-dicyclohexylcarbodiimide as activators of carboxylic residues.

Fluorescent peptides were synthesized using Fmoc-K(methoxycoum-
arin)-OH and a single coumarin moiety was introduced into K106 and
K109 residues in the wild type and scrambled sequences, respectively.
Peptides were purified by HPLC as previously described [19]; their purity
being always above 99.5%.

Time course of AChE-induced PrP 106–126 aggregation. Lyophilized
aliquots of the PrP 106–126 peptide and its scrambled analogue, and
coumarin-PrP 106–126 and its scrambled analogues were suspended in
100 mM Tris–HCl, pH 7.0, at a concentration of 1 mM. For the formation
of amyloid fibrils samples were vigorously mixed and incubated for dif-
ferent interval of times (0, 1, 5, 24, and 72 h) at room temperature and
centrifuged at 13,000g for 10 min to separate the aggregates from
soluble peptide [17]. To evaluate the effectiveness of bovine AChE
(Sigma–Aldrich) to trigger PrP 106–126 aggregation to a greater extent co-
incubation experiments were carried out with different final concentrations
of AChE, ranging from 0.31 to 2.5 lM, and incubated for 48 h at room
temperature. At the end of the incubation, samples were immediately
deep-frozen and stored at �20 �C until analysis.

To evaluate the effect of AChE on aggregation of coumarin-PrP 106–126
and its scrambled analogue, peptide pellets were washed several times with
100 mM Tris–HCl, pH 7.0, suspended in 10 lL of the same buffer, placed on
gelatin-coated slides, and analyzed by fluorescence microscopy (Olympus
BXJ1; DAPI filter). Three images of each replicate were selected (at least
four experiments run in triplicate) and the maximum size of aggregates
(MSA, lm2) of each image was determined using a standard-image analysis
program (Leica Qwin). This value was used to quantify the effects of enzyme
and its inhibitors on the aggregation process of PrP 106–126. In no case was
the presence of fluorescent aggregates observed in the scrambled coumarin-
PrP 106–126 samples in both in the presence or absence of AChE.

Inhibition of AChE-induced PrP 106–126 aggregation by AChE inhibi-

tors. PrP 106–126 or coumarin-PrP 106–126 were incubated in 100 mM
Tris–HCl, pH 7.0, for 48 h at room temperature at a final concentration of
1 mM in the presence of different concentrations of non-specific and
specific AChE inhibitors, such as propidium iodide concentrations (0.01–
100 lM), and huperzine A and tacrine (100 lM) (Sigma–Aldrich),
respectively. Huprine X, huprine Y, huprine Z (100 lM) (Laboratori de
Quı́mica Farmacèutica, Facultat de Farmàcia, Universitat de Barcelona,
Barcelona, Spain) a new group of AChE inhibitors obtained by hybri-
dation of huperzine A and tacrine were also evaluated. Parallel control
samples devoid of inhibitors or in the presence of inhibitors without AChE
were always run. After incubation for 48 h at room temperature, samples
were immediately deep-frozen and stored at �20 �C until analysis.

Light and electron microscopy. Peptide pellets were washed several times
with 100 mM Tris–HCl, pH 7.0, suspended in 10 lL of the same buffer.
Samples were air-dried on gelatin-coated slides, stained with 0.2% Congo
Red in 80% ethanol saturated with NaCl, and viewed under polarized light
(Leitz DM RB, Oberkochen, Germany). For ultrastructural examination,
5 lL of suspension was applied to Formvar-carbon 200-mesh nickel grids
for 2 min, negatively stained with 2% (w/v) uranyl acetate, and observed in
an electron microscope (Hitachi H-7000, Hitachi Ltd, Tokyo, Japan).

Statistical analysis. Results are expressed as means ± SEM of MSA of at
least four experiments run in triplicate. Variances of groups were compared
using one-way ANOVA followed by Dunnett’s test for multiple compari-
sons when appropriate. Differences were established at p < 0.05.
Results and discussion

It has been described that Ab-positive senile plaques in
AD brains commonly contain PrP deposits [4,5], and Ab-
and PrP-positive senile plaques in prion diseases such as
CJD and GSS disease have been detected [4,8]. AChE, an
important component of cholinergic synapses, co-localizes
with Ab deposits in AD brains and directly promotes the
aggregation of Ab-protein into amyloid fibrils through the
peripheral anionic site [12–14]. This effect is blocked by pro-
pidium iodide, a selective ligand for the peripheral site of
AChE [15]. On the other hand, the synthetic PrP 106–126
peptide that shares some chemicophysical and biological
properties with human PrP [17,18,20] adopts b-sheet sec-
ondary structure and forms amyloid fibrils as that which
occurs with Ab-protein deposition [24]. Therefore, this study
stems from the hypothesis that AChE could play a role in PrP
aggregation.

Fluorescence microscopy analysis showed that the forma-
tion of coumarin-PrP 106–126 aggregates is extremely rapid
since the MSA value already reached the peak value after 1 h
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(983 ± 102 lm2 after 1 h as compared to 1111 ± 137 lm2

after 72 h, Fig. 1). These data are consistent with those pre-
viously reported in sedimentation experiments reporting
that the soluble peptide fraction was already undetectable
in the supernatant after 1 h of incubation [25]. Time-
Fig. 1. (A) Time-course of MSA (maximum aggregate size) formation of co
(2.5 lM) in 100 mM Tris–HCl, pH 7.0, at room temperature. (B) MSA values o
concentrations. Samples were analyzed by light fluorescence microscopy and the
Results are expressed as means ± SEM of the maximum size of aggregates (MS
control group.

Fig. 2. Inhibition of AChE-induced aggregation of coumarin-PrP 106–126 by
100 lM: PROP (propidium iodide), HUPA (huperzine A), THA (tacrine), HX
represent the percentage of inhibition of MSA induced by AChEI. Inset repre
2.5 lM AChE (IC50 = 1.27 ± 0.1 lM) after 48 h of incubation. The IC50 (mola
was calculated by nonlinear regression analysis of experimental data using Gra
expressed as means ± SEM of the maximum size of aggregates (MSA; lm2) of
course experiments carried out in the presence of AChE
(2.5 lM) showed a significant and progressive increase of
MSA, achieving higher values between 48 h and 72 h of incu-
bation (13,600 ± 136 and 13,943 ± 502 lm2, respectively;
p < 0.001; Figs. 1 and 3A). Remarkably, after 1 h of
umarin-PrP 106–126 (1 mM) in the absence or in the presence of AChE
f coumarin-PrP 106–126 (1 mM) incubated for 48 h with increasing AChE
MSA was quantified by the Leica Qwin standard-image analysis program.
A; lm2) of at least four experiments run in triplicate. ***p < 0.001 versus

AChE inhibitors after 48 h of incubation assayed at a concentration of
(huprine X), HY (huprine Y), and HZ (huprine Z). Values above bars

sents concentration-response curve of propidium iodide in the presence of
r concentration of drug which produces the 50% of maximal effect) value
phPad Prism program (GraphPad Software Inc., Calinfornia). Results are
at least 4 experiments run in triplicate. ***p < 0,001 versus AChE group.
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incubation, MSA values (5224 ± 563 lm2) were much high-
er than control samples devoid of AChE. The kinetics of
aggregation of coumarin-PrP 106–126 was more pro-
nounced and constant in time, as compared to Ab, since
Ab attained the highest value of aggregation after 8 h of
incubation [13,14]. In our experimental conditions, the high-
est aggregation was obtained between 48 and 72 h of incuba-
tion, and MSA values were approximately 12-fold higher
than those of control samples. Moreover, a positive correla-
tion between AChE concentration and coumarin-PrP 106–
126 aggregation was also observed (Fig. 2) similar to
previously described for Ab [13,14].

Although there is no evident sequence or structural
homology among the proteins involved in protein conforma-
tional disorders, there is accumulating evidence that the
aggregates formed by misfolded proteins have the same final
molecular structure [24]. Studies using shorter Ab fragments
have shown that the internal hydrophobic region between
aminoacids 17 and 21 is the most important for the early
steps of Ab misfolding and aggregation, indicating that Ab
assembly is partially driven by hydrophobic interactions
[26]. Similar studies on PrP conversion reaction have identi-
fied the 106–126 hydrophobic segment as relevant for protein
aggregation [18]. The finding that hydrophobic sequences
are critical for Ab and PrP aggregation indicates that protein
Fig. 3. (A) Fluorescence micrographs of aggregates generated in vitro by coum
and propidium iodide (100 lM) following 48 h of incubation. Magnification
aggregates analyzed by polarized light microscopy: (1) controls, (2) AChE 2
incubation. Magnification 40·. Scale bar 50 lm. (C) Electron micrographs o
negative staining of peptide suspensions: (1) controls, (2) AChE 2.5 lM, and
Magnification 70,000·. Scale bar 100 nm.
aggregation is driven by the exposure of hydrophobic resi-
dues to the surface of the misfolded protein [24].

The structural peripheral anionic motif of AChE
involved in the binding with Ab is a hydrophobic sequence
exposed on the surface of the enzyme and it has been dem-
onstrated that a synthetic 35-residue peptide corresponding
to such sequence is incorporated into the growing Ab fibrils
by a hydrophobic interaction [27]. Ab has a marked ten-
dency to interact with hydrophobic environments and it
has been reported that hydrophobic interactions may play
a role in stabilizing the AChE-Ab complex [13].

PrP 106–126 shows a conformational polymorphism in
solution which supports the role of this fragment in the struc-
tural transition of the native to the abnormal form of PrP in
response to changes in the local environmental conditions
[19]. Molecular dynamic simulations carried out in different
environments have shown an increased presence of helical
structures in apolar solvents, in agreement with the results
from circular dichroism spectroscopy. In water solution,
b-sheet elements were observed between residues 108 and
112 and either residues 115–121 or 121–126. An a-transition
was observed under neutral conditions. In dimethyl sulfox-
ide the peptide adopted an extended conformation, in agree-
ment with nuclear magnetic resonance experiments [28]. It
can therefore be postulated that the remarkable increase of
arin-PrP 106–126 (1 mM): (1) controls, (2) AChE 2.5 lM, and (3) AChE
10·. Scale bar 100 lm. (B) Congo Red staining of PrP 106–126 (1 mM)
.5 lM, and (3) AChE and propidium iodide (100 lM) following 48 h of
f aggregates generated in vitro by PrP 106–126 (1 mM), as revealed by
(3) AChE and propidium iodide (100 lM) following 48 h of incubation.
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PrP 106–126 aggregation by AChE is mediated by the inter-
action with the structural peripheral anionic motif of the
enzyme.

The nature of aggregates generated by PrP 106–126 in the
absence and in the presence of AChE was examined under
polarized light and electronic microscopy. As reported in
Fig. 3B, macromolecular assemblies of PrP 106–126 and
AChE-PrP 106–126 showed the tinctorial and optical prop-
erties of in situ amyloid, i.e., birefringence under polarized
light after Congo Red staining. Birefringent properties of
aggregates were more evident when AChE was present
owing to the remarkable increase in the size of aggregates.
The amyloid structure of the aggregates was also confirmed
by electron microscope analysis. In the absence and in the
presence of AChE, negative-stained PrP 106–126 assemblies
showed that aggregates are composed of 4–8 nm thick
unbranched fibrils, and no major morphological differences
were detected among them (Fig. 3C). The amount of amyloid
fibers found on the electron microscope grids was higher in
the presence of the enzyme.

Propidium iodide is the most specific inhibitor interact-
ing at the peripheral site of AChE, [15] and it has been
extensively demonstrated that it inhibits the AChE-induced
Ab aggregation [12–14]. Accordingly, when coumarin-PrP
106–126 and AChE were co-incubated with propidium
iodide, an IC50 of 1.27 ± 0.1 lM was obtained and an inhi-
bition of 87% of MSA was observed at 100 lM (Figs. 2 and
3A). This value is almost identical to that previously
described for AChE-induced Ab aggregation under similar
experimental conditions [14]. Therefore, the fact that pro-
pidium iodide, a specific inhibitor binding to the peripheral
site of the enzyme, was able to revert the effect of AChE on
PrP 106–126 aggregation in a concentration-dependent
manner, strongly suggests that AChE induces PrP 106–
126 and Ab aggregation through the same site.

Using the same experimental conditions tacrine and
huperzine A were devoid of any significant anti-aggregat-
ing effect, with a percentage of inhibition very similar to
that previously reported for AChE-induced Ab aggrega-
tion in the case of tacrine [14]. Although it has been
recently demonstrated that some tacrine-based heterodi-
mers can inhibit the AChE-induced Ab aggregation
[29], it is known that both tacrine and huperzine A show
a high affinity for the catalytic site of AChE but not to
the peripheral anionic one [30,31]. Huprines have recent-
ly emerged as a new class of potent and selective acetyl-
cholinesterase inhibitors, which were designed from
tacrine and huperzine A through a conjunctive approach
[32–34]. Although huprines bind preferentially to the
acylation site of AChE, experimental data and molecular
modeling studies have demonstrated that the huprine X
binding geometry and its molecular volume result in a
significant decrease in the affinity of ligands to the
peripheral site of the enzyme [34]. Huprines included in
the present study clearly inhibited the AChE-induced
PrP 106–126 aggregation in a percentage of inhibition
near to that obtained in the presence of propidium
(100 lM), especially huprine X and huprine Z (84%
and 89%, respectively; Fig. 2), while huprine Y induced
an anti-aggregating effect of 63%.

In conclusion, we report here, for the first time, that
AChE induces a remarkable aggregation of PrP 106–126
with a mechanism similar to that described for Ab. Note-
worthy, the analysis carried out by polarized light and elec-
tron microscopy confirmed the amyloid nature of peptide
assemblies. The inhibition of this effect by propidium
iodide indicates the involvement of the AChE peripheral
anionic site, suggesting that the pro-aggregating effect of
this enzyme could play a more general role in the process
of amyloid formation that is not confined to Ab. In addi-
tion, our data unveil the relevance of some AChE inhibi-
tors as potential anti-prion drugs.
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Muñoz-Torrerob, M. Simón, N.M. Vivas, Synthesis and evaluation
of tacrine-huperzine A hybrids as acetylcolinesterase inhibitors of
potential interest for the treatment of Alzheimer’s disease, Bioorg.
Med. Chem. 6 (1998) 427–440.

[33] P. Camps, R. El Achab, D.M. Gorbic, J. Morral, D. Muñoz-
Torrero, A. Badia, J.E. Baños, N.M. Vivas, X. Barril, M.
Orozco, F.J. Luque, Synthesis, in vitro pharmacology, and
molecular modeling of very potent tacrine-huperzine A hybrids
as acetylcholinesterase inhibitors of potential interest for the
treatment of Alzheimer’s disease, J. Med. Chem. 42 (1999)
3227–3242.

[34] P. Camps, B. Cusack, W.D. Mallender, R.E. El Achab, J. Morral, D.
Munoz-Torrero, T.L. Rosenberry, Huprine X is a novel high-affinity
inhibitor of acetylcholinesterase that is of interest for treatment of
Alzheimer’s disease, Mol. Pharmacol. 57 (2000) 409–417.



Molecular and Cellular Neuroscience 40 (2009) 217–224

Contents lists available at ScienceDirect

Molecular and Cellular Neuroscience

j ourna l homepage: www.e lsev ie r.com/ locate /ymcne
Acetylcholinesterase as an amyloid enhancing factor in PrP82-146
aggregation process

M. Pera a, A. Martínez-Otero c, L. Colombo b, M. Salmona b, D. Ruiz-Molina c, A. Badia a, M.V. Clos a,⁎
a Departament Farmacologia, Terapèutica i Toxicologia. Inst. Neurociències. UAB. Barcelona, Spain
b Departamento of Molecular Pharmacology and Biochemistry, Istituto di Ricerche Farmacologiche “Mario Negri”, Via Giuseppe La Masa 19 20156 Milano, Italy
c Department de Nanociencia Molecular y Materiales Orgánicos.ICMAB-CSIC. UAB. Barcelona, Spain
⁎ Corresponding author. Fax: +34 935812986.
E-mail address: victoria.clos@uab.es (M.V. Clos).

1044-7431/$ – see front matter © 2008 Elsevier Inc. Al
doi:10.1016/j.mcn.2008.10.008
a b s t r a c t
a r t i c l e i n f o
Article history:
 Acetylcholinesterase (AChE)

Received 25 May 2008
Revised 9 October 2008
Accepted 16 October 2008
Available online 7 November 2008

Keywords:
Acetylcholinesterase
AChE peripheral site
AChE peripheral site blockers
Amyloid aggregation process
Prion protein
Gerstmann-Sträussler-Scheinker disease
PrP82-146
triggers beta amyloid plaques formation and is associated with amyloid plaques
in the brain. Recent studies have demonstrated that AChE promotes the aggregation of PrP106-126, a peptide
deduced from the prion protein sequence. In the present study we show that AChE triggers also the
fibrillization of the main component of the amyloid plaques -the peptide spanning residues 82-146 (PrP82-
146)- found in patients with Gerstmann-Sträussler-Scheinker disease (GSS). The kinetics of PrP82-146
aggregate formation was directly correlated with AChE concentration and mature fibrils showed the
tinctorial and optical properties of amyloid. Atomic force microscopy analysis showed that oligomer and
amyloid fibril formation were significantly accelerated by AChE. This effect was mediated by the peripheral
site of the enzyme since propidium iodide inhibited the fibrillization process. Present results strongly support
the role of AChE in triggering amyloidogenesis and the potential therapeutic relevance of peripheral site
blocker compounds.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction

Protein-misfolding disorders include several diseases character-
ized by the accumulation of misfolded protein aggregates in different
tissues. Among them, prion diseases, such as the Creutzfeldt-Jakob
disease (CJD) in human and bovine spongiform encephalopathy (BSE),
can be transmitted by an infectious process involving a protein,
specifically the prion protein (Prusiner, 1998a; Prusiner, 1998b). The
most remarkable feature of the prion protein is its ability to be folded
into two isoforms, PrPc (C, cellular form) being the native protein and
PrPSc (Sc, scrapie form) being the pathological conformation. PrPC is
mainly found in the nervous system, but it can also be located on the
surface of numerous other cells (Kitamoto et al., 1991). During the
pathogenesis of prion disease there is a conformational conversion
from PrPC to PrPSc consisting of a drastic alteration of the structure as
well as of the biochemical properties of protein. PrPC is a proteinase K
sensitive (PK-sensitive), α-helical monomer, whereas PrPSc is an
assembled multimer characterized by enhanced resistance to PK
digestion with the prevalance (45%–50%) of a β-structure (Caughey et
al., 1991; Pan et al., 1993; Cohen and Prusiner, 1998). Although the
mechanisms underlying the PrPC to PrPSc conversion are still unclear,
the involvement of several different determinants, those in the
transmission of the infectivity and the conformational changes of
l rights reserved.
the protein, has been proposed (Abid and Soto, 2006). These factors
may be cellular components which are probably engaged in other
functions in the infected cells that accidentally participate in prion
conversion. They should not be considered part of the infectious and
neurotoxic PrPSc, but rather host-encoded molecules that aid prion
replication (Abid and Soto, 2006).

Despite differences in clinical symptoms and disease evolution,
protein-misfolding disorders share some common hallmarks, among
them the ability to aggregate and accumulate a protein as fibrilar
amyloid deposits (Dobson, 1999; Soto, 2001). No evident sequence or
structural homology among the proteins that have been involved in
protein-misfolding disorders has been described. However, there is
accumulating evidence that the aggregates formed by different
misfolding proteins have the same molecular form (Soto, 2003) and
the data available indicate that amyloid formation in all disorders
follows a seeding–nucleationmechanism (Jarrett and Lansbury, 1993).

A common spatial pattern of protein deposition in Alzheimer's
disease andprionpathologies has also been described (Armstrong et al.,
2001), and the nature, size, and morphology of multicentric PrPSc

plaques are similar to Aβ-immunoreactive senile plaques (Kovacs and
Budka, 2002). In addition, Aβ-positive senile plaques in AD brains
commonly contain PrP deposits (Schwarze-Eicker et al., 2005), while
sporadically Aβ-positive senile plaques have also been identified in
prion diseases such as Creutzfeldt–Jakob disease (CJD) andGerstmann–
Sträussler–Scheinker disease (GSS) (Miyazono et al., 1992; Hainfellner
et al., 1998). Histochemical and immunochemical methods have
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http://dx.doi.org/10.1016/j.mcn.2008.10.008
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revealed that numerous other proteins are associated with amyloid
plaque deposits. These proteins include apolipoprotein E (apoE; Namba
et al., 1991), α1-antichymotrypsin (Abraham et al., 1988), heparan
sulphate proteoglycans (Snow et al., 1988) and acetylcholinesterase
(AChE; Ulrich et al., 1990; Inestrosa et al., 1996a), among others. AChE
has been found to colocalize with Aβ deposits such as those present in
pre-amyloid diffuse deposits, mature senile plaques and cerebral blood
vessels (Geula et al., 1994; Geula and Mesulam, 1989). A number of
reports have appeared providing evidence of secondary, non-catalytic
functions for AChE related to the peripheral site of the enzyme (Small et
al., 1996), and it has beenwidely described that AChE directly promotes
the aggregation of Aβ peptide into amyloid fibrils through this
peripheral site (Inestrosa et al., 1996b; Bartolini et al., 2003; Inestrosa
et al., 2008). Propidium iodide, a blocker of the peripheral site, inhibits
the Aβ aggregation induced by the enzyme (Szegletes et al., 1999).
Based on the common features between prion protein (PrP) and Aβ, we
have recently demonstrated that AChE is able to induce the aggregation
of the peptide deduced from prion protein sequence spanning residues
106–126 (PrP106-126) through the peripheral site of the enzyme (Pera
et al., 2006).

Biochemical studies have shown that the major component of GSS
amyloid is a PrP fragment ∼7 kDa, spanning residues 81–82 to 144–
Fig. 1. (A)Time-course of MSA (maximum aggregate size) formation of coumarin-PrP82-146 (
room temperature. Samples were analyzed by light fluorescence microscopy and the MSAw
as means±SEM of the maximum size of aggregates (MSA; μm2) of at least four experimen
aggregates generated in vitro by coumarin-PrP82-146 (1 mM) in the absence or in the prese
quantified by the Leica Qwin standard-image analysis program. Magnification 10×. Scale ba
153 (Tagliavini et al., 2001). This fragment is an integral part of the
minimal sequence that sustains prion replication (Muramoto et al.,
1996; Supattapone et al., 1999), so it might play a central role in the
conformational transition of PrPC into PrPSc and PrPSc propagation.
When synthesized as a peptide, PrP82-146 adopts a secondary
structure primarily composed of a β-sheet and turn, and readily
forms fibrils with the staining and ultrastructural features of the GSS
amyloid (Salmona et al., 2003). In order to thoroughly analyze AChE
ability in stimulating the amyloid process, the interaction between
AChE with the major component of GSS amyloid was studied using
synthetic PrP82-146. To this aimwe also used atomic forcemicroscopy
(AFM) image analysis since it is a powerful tool to study the
fibrilization process of proteins.

Results

Effect of AChE on the PrP82-146 aggregation process

To investigate the ability of AChE in potentiating the assembly of
coumarin-PrP82-146, the time-course fluorescence microscopy
analysis of protein aggregation was studied. As can be observed in
Fig. 1, when the peptide was incubated alone the formation of
1 mM) in the absence or in the presence of AChE (2.5 μM) in 100 mM Tris–HCl, pH 7.0, at
as quantified by the Leica Qwin standard-image analysis program. Results are expressed
ts run in triplicate.⁎⁎⁎pb0.001 versus control group. (B) Fluorescence micrographs of
nce of AChE (2.5 μM) in 100 mM Tris–HCl, pH 7.0, at room temperature. Samples were
r 100 μm.



Fig. 2. MSA obtained after incubation of different PrP82-146 concentrations in the
presence of AChE (2.5 μM) in 100mM Tris–HCl, pH 7.0, at room temperature. Results are
expresed as means±SEM of MSA % of control values (sample without AChE) of at least
three experiments run in triplicate. ⁎⁎⁎pb0.001.
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aggregates was substantially rapid since after 1 h of incubation, MSA
reached a peak value of 749±45 μm2. This represents 54% of the
highest MSA value obtained in the time-course experiment run in
the absence of AChE. In no case the presence of fluorescent
aggregates was observed in the scrambled coumarin-PrP82-146
samples in both in the presence or absence of AChE. When the
experiments were carried out in the presence of the enzyme (AChE
2.5 μM), a significant and progressive increase of MSA was obtained,
achieving the highest values between 5 and 6 days after incubation
(6984±55 μm2 and 7490±78 μm2) being approximately 7-fold
higher than those of control samples at the same incubation time.
It is important to notice that after 1 h of incubation, MSA values
increased by 230% over the control samples devoid of AChE. In
addition, a negative correlation between coumarin-PrP82-146 and
AChE concentrations was observed. Thus, the highest increase of
Fig. 3. Propidium iodide (100 μM) inhibition of PrP82-146 (1 mM) deposition induced by AC
Results are expresed as means±SEM of MSA (μm2) of at least three experiments run in trip
MSA value was obtained when the PrP82-146:AChE ratio was 50:1
(3,115±79%; Fig. 2). Co-incubation of PrP82-146, AChE and propi-
dium iodide (100 μM) for 48 h induced a MSA inhibition of 78%±9%
(Fig. 3) and this effect was kept constant throughout the different
incubation times (data not shown).

Structural analysis of PrP82-146 aggregates

The staining properties and ultra-structure of aggregates gener-
ated by PrP82-146 in the absence and in the presence of AChE were
examined under polarized light, electronic transmission and atomic
force microscopy.

Polarized Light Microscopy
As reported in Fig. 4B, macromolecular assembly of PrP82-146

showed the tinctorial and optical properties of in situ amyloid, i.e.,
birefringence under polarized light after Congo Red staining.
Birefringent properties of aggregates were more evident when AChE
was present owing to the remarkable increase in the size of
aggregates. However, when propidium iodide (100 μM), an inhibitor
of the peripheral site of AChE, was added to the incubation medium,
the size of aggregates was significantly reduced (Fig. 4B).

Electronic Microscopy
The amyloid structure of the aggregates was also confirmed by

electron microscope analysis. In the absence and in the presence of
AChE, negative-stained PrP82-146 assemblies showed that aggregates
are composed of 4–9 nm-thick unbranched fibrils, and no major
morphological differences were detected among them (Fig. 4B). The
amount of amyloid fibers found on the electron microscope grids was
higher in the presence of the enzyme, while a decrease in the number
of fibres was detected in the samples incubated with in the presence
of propidium iodide 100 μM. When scrambled-PrP82-146 was
analyzed under the same conditions no aggregates were observed.
(data not shown).
hE (2.5 μM) after 48 h of incubation in 100 mM Tris–HCl, pH 7.0, at room temperature.
licate. ⁎⁎⁎pb0.001. Bar 100 μm. Magnification 10×.



Fig. 4. (A) Electron micrographs of aggregates generated in vitro by PrP82-146 (1 mM), as revealed by negative staining of peptide suspensions: (1) controls, (2) AChE 2.5 μM, and (3)
AChE and propidium iodide (100 μM) following 48 h of incubation. Magnification 70,000. Scale bar 100 nm. (B) Congo Red staining of PrP82-146 (1 mM) aggregates analyzed by
polarized light microscopy: (1) controls, (2) AChE 2.5 μM, and (3) AChE and propidium iodide (100 μM) following 48 h of incubation. Magnification 40×. Scale bar 50 μm.
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AFM Microscopy
PrP82-146 AFM images of samples incubated at three different

times (t=0, 24 and 48 h) in the absence of AChE were initially taken as
Fig. 5. AFM images of PrP82-146 (1mM) incubated in the absence of AChE, control samples (a
the presence of Propidium iodide is shown in (c) as well as profile extraction of image B (t=0 h
same for all images (8 nm).
control samples (see Fig. 5A). At incubation time t=0, small dots of
proteins characteristic of a dewetting process with a small corrugation
(≤1 nm) were detected. Such small islands randomly distributed over
) and in the presence of AChE (2,5 μM) (b). Incubation of 48 h of PrP82-146 with AChE in
) blue line and C (t=48 h) shaded line. Scale bars are 400 nm for all images. Z-scale is the
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the whole surface have been tentatively assigned to the observation of
monomers and/or oligomers of the PrP82-146 protein, given their
experimental height, exhibiting little tendency to aggregate. In
addition, as can be seen in Fig. 5A, after 24 h of incubation, oligomers
began to cluster, retaining their native-like morphology up to an
average height of 2 nm. Such an aggregation process is also reflected
by an overall increase of the mica surface coverage. After 48 h, further
aggregation of the particles induces almost a complete surface
coverage. Simultaneously, the formation of new seed-like dots
(attributed to oligomer formation) at the top of the proteinmonolayer,
which were apparently capable of merging in some cases into small
fibril precursors, was also observed (see Fig. 5A).

The AFM images of the PrP82-146 aggregation process, when
incubated in the presence of AChE, are shown in Fig. 5B. As can be
seen there, the presence of AChE induces remarkable changes even
at incubation time t=0. While in the absence of AChE small dots of
proteins with a small corrugation (≤1 nm) appeared, the presence of
AChE induces a distorted cross-linked honeycomb nanostructure
with average heights of 2 nm and additional islands with heights up
to 4 nm. After 24 h, the 2-nm-high inter-crossed motifs have
increased almost to a complete surface coverage, retaining their
native-like morphology (though with a slight size decrease).
Interestingly, the formation of small fibrils in the upper part of the
protein layer, a few hundred-nanometers long (end-to-end distance)
and 1–2 nm high were observed. Finally, at 48 h of incubation full
coverage of the mica surface took place and the number and length
of the fibrils at the protein surface layer grew considerably. These
fibrils exhibit similar heights to those found after 24 h, but are
several times longer, up to a few μm in some cases (see Fig. 5B).
Interestingly, the aggregation effect of AChE disappears when the
experiments are carried out in the presence of propidium iodide (a
peripheral site inhibitor of AChE). Indeed, after 48 h of incubation in
the presence of both the AChE and the propidium iodide, the sample
exhibits the characteristic cross-linked honeycomb pattern found for
the sample at incubation time t=0 , in the absence of propidium
iodide (see Fig. 5C).

Discussion

AChE may have functions other than hydrolysis of ACh related to
the peripheral anionic enzyme site (Cousin et al., 2005). These
include promotion of neurite outgrowth, cell adhesion and enhance-
ment of excitatory amino acid transmission. (Munoz et al., 1999;
Bigbee et al., 2000; Soreq and Seidman, 2001). In addition, the
presence of AChE in the amyloid plaques in Alzheimer patients has
been demonstrated, and different reports corroborate the role of
AChE in strengthening the amyloid-β peptides assembly (Alvarez et
al., 1995; Alvarez et al., 1997; Bartolini et al., 2003; Inestrosa et al.,
2008). Recently, we have demonstrated that AChE is also able to
induce the aggregation of synthetic prion peptide PrP106-126 , the
hydrophobic segment involved in PrP protein aggregation in a
similar way as has been previously described for Aβ protein (Pera et
al., 2006). In the present study the AChE ability to strengthen the
assembly and fibril formation of synthetic, prion peptide PrP82-146
has been analyzed. This peptide is the major component of amyloid
fibrils of GSS disease and this synthetic homologous peptide shows
suitable physicochemical properties and biological activity to be
used for in vitro studies (Tagliavini et al., 2001). Results obtained
herein demonstrate that the assembly of PrP82-146 and fibril
formation is accelerated by the presence of AChE, and the peripheral
site of the enzyme was involved in this effect since propidium
iodide, a blocker of the peripheral site, reverted the amyloidogenic
effect of AChE.

Transmissible spongiform encephalopaths (GSS, CJD, BSE) and AD
share several pathological features, including neuronal degeneration,
gliosis and extracellular deposition of insoluble β-pleated sheet
peptides. On the other hand, a decrease in the in CFS levels of AChE
from patients with CJD has recently been demonstrated, suggesting an
alteration in the cholinergic system also occurs in some prion diseases
(Silveyra et al., 2006). In the present study, coumarin-PrP82-146
readily formed aggregate structures, since after 1 h of incubation the
MSA values reached 749 ± 45 μm2 in the kinetic studies; however, it
was necessary to incubate the protein at for at least 2 days to obtain
the peakMSAvalues (1,232±152 μm2). Despite PrP82-146 and PrP106-
126 containing the same hydrophobic amino-acid sequence involved
in the β-sheet secondary-structure formation, the kinetic profile of
aggregation differs since it has been described that coumarin-PrP106-
126 already reached peak MSA values after 1 h of incubation (Pera et
al., 2006). Accordingly, an analysis of short, synthetic peptides
homologous to consecutive segments of PrP82-146 showed that the
sequence spanning residues 106–126 has the highest propensity to
adopt stable β-sheet structures and assemble into amyloid fibrils that
are ultra-structurally similar to those observed in GSS patients
(Salmona et al., 2003).

As in the case of Aβ and PrP106-126 (Inestrosa et al., 1996b;
Bartolini et al., 2003; Pera et al., 2006), the rate of PrP82-146
aggregate formation was greater when the peptide was incubated
with AChE. The peak MSA value in this experimental conditions was
approximately 7-fold higher when compared with that obtained in
the absence of the enzyme and, moreover, the peak MSA values of
aggregates were substantially lower than those observed in PrP82-
146 aggregation studies (Pera et al., 2006). In addition, the rate of
amyloid formation was also dependent on the concentration of
PrP82-146 (Fig. 2). Maximal increase in amyloid formation (maximal
size of aggregates) was observed when the AChE:PrP82-146 ratio
was increased in favor of AChE. These results are in accordance with
the inductive effect of AChE on Aβ (1–40) amyloid formation
observed by several authors (Inestrosa et al., 1996b; Bartolini et al.,
2003). Consequently, taking into account these results and those
previously described for AChE-Aβ protein interaction, they suggest
that the acceleration effect of AChE on the aggregation process could
be crucial, especially in the first steps of disease development in
which the amount of amyloid protein is still low compared with
AChE content. It has been observed that by using double transgenic
mice which over-express both human amyloid precursor protein
(APPswe) and human AChE, plaque onset in the hybrids occurred
sooner than in the parenteral lines (APPswe transgenic mice; Rees et
al., 2003). Therefore, AChE could act as a nucleating factor to
promote amyloid formation in different diseases in which an
amyloid protein was involved.

In the present study the structure of PrP82-146 and AChE-PrP82-
146 aggregates was analyzed using polarized light and electronic
microscopy. Macromolecular assemblies of both kinds of aggregates
showed the tinctorial and optical properties of in situ amyloid, i.e.,
birefringence under polarized light after Congo Red staining.
Birefringent properties of aggregates were more evident when AChE
was present owing to the remarkable increase in the size of
aggregates. The amyloid structure of the aggregates was also
confirmed by electron microscope analysis. In the absence and in
the presence of AChE, negative-stained PrP82-146 assemblies showed
that aggregates are composed of unbranched fibrils, and no major
morphological differences were detected among them. The amount of
amyloid fibers found on the electron microscope grids was higher in
the presence of the enzyme.

The role of the peripheral site of AChE accelerating the assembly of
PrP82-146 was demonstrated using propidium iodide, a specific
inhibitor of the peripheral site of AChE (Szegletes et al., 1999). It has
been extensively demonstrated that propidium iodide inhibits the
AChE-induced Aβ aggregation (Inestrosa et al., 1996b; Alvarez et al.,
1997; Bartolini et al., 2003). When coumarin-PrP82-146 and AChE
were co-incubated with propidium iodide (100 μM), an inhibition of
78% of MSA was obtained. This value was slightly lower than that
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previously described for Aβ and PrP106-126 aggregation induced by
AChE (Bartolini et al., 2003; Pera et al., 2006). Therefore, the fact that
propidium iodide reverted the effect of AChE on PrP82-146 aggrega-
tion suggests that AChE induces PrP82-146 aggregation through the
peripheral enzyme site. The inhibition of the AChE effect on PrP82-146
aggregation was also confirmed when aggregates were observed
under polarized light and electronic microscopy. In both cases the size
of aggregates was significantly decreased.

The insoluble character of amiloids and the difficulties to obtain
crystalline materials severely limit the number of methodologies
(NMR and XRD) that can give information of the structural features
and aggregation phenomena of the proteins. Therefore, AFM has
become a powerful, supporting analysis tool being increasingly
employed to study the structure, misfolding and aggregation of
proteins on surfaces. The amyloidogenic self-assembly of insulin
aggregates (Jansen et al., 2005) and the adsorption of human serum
albumin and porcine pancreas trypsin on mica surfaces have recently
been described using AFM analysis (Quist et al., 1995). In the present
study, the AFM microscopy images confirm the aggregation process
of PrP82-146 after different incubation times. Control images (for the
samples incubated in the absence of AChE) showed the formation of
small dots of protein (dimers/oligomers) exhibiting little tendency to
aggregate at t=0. Similar behavior has already been described for
monomers and dimers of native insulin lying flat on a mica surface
(Jansen et al., 2005). Time-dependent AFM images obtained at 24
and 48 h exhibited an increasing degree of spontaneous amyloido-
genesis, as was observed in the time-course fluorescence microscopy
and in light and electron microscopy studies. In addition, the
formation of new oligomers on the protein monolayer can be
observed, suggesting the fibril precursor formation. Nevertheless, the
presence of AChE induced a speeding-up of the aggregation process
of PrP82-146, since a distorted, cross-linked honeycomb nanostruc-
ture with heights up to 4 nm was already observed at t=0. After 24 h
of incubation, small fibrils can be detected whose length can reach
up to a few μm. Moreover, these fibrils exhibit the characteristic
traits of the mature amyloid fibrils, such as the tendency to bend or
twist (Khurana et al., 2003). The presence of propidium iodide
concomitantly with AChE inhibited the aggregation process induced
by the enzime, as was previously observed by fluorescence, light and
electron microscopy studies. Moreover, protein monolayer and fibril
formation were not observed in the presence of propidium iodide.
Consequently, results obtained in the present work strongly suggest
that AChE is able to promote synthetic PrP82-146 peptide aggrega-
tion through the peripheral enzyme site. Kinetic, light and electron
microscopy studies, but especially results obtained from AFM, show
that AChE acts as a nucleating factor increasing not only the
formation of new oligomers, but also fibril formation. Therefore,
inhibitors of the peripheral site of AChE could be relevant as
potential anti-amyloidogenic drugs.

Experimental methods

Synthesis and purification of PrP peptides

PrP82-146
The peptide corresponding to PrP 82-146(GQPHGGGWGQGGG-

THSQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSR-
PIIHFGSDYE) was prepared by solid-phase synthesis on a 433A
synthesizer (Applied Biosystems; Foster City, CA) purified by reverse
phase-HPLC and verified by amino-acid sequencing (46600 Prose-
quencer, Milligen; Bedford, MA) and electrospray mass spectrometry
(Model 5989A, Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) as described pre-
viously (De Gioia et al., 1994; Tagliavini et al., 2000). Fluorescent
PrP82-146 (coumarin-PrP82-146) and scrambled PrP82-146 were
synthesized as described above, introducing a Lys-methylcoumarin
residue introduced at position 101 and 92, respectively.
Prion Protein (PrP) aggregation studies

Time-course of AChE-induced PrP82-146 aggregation
The study was performed using lyophilized aliquots of PrP82-146,

coumarin-PrP82-146 and their scrambled analogues. Peptides were
dissolved at different concentrations in 100 mM Tris–HCl buffer, pH
7.0, added of bovine AChE (Sigma Aldrich) to obtain a final
concentration of 2.5 μM in the same buffer (final volume assay 30 μl).

For time-course experiments of AChE-induced aggregation peptide
samples were dissolved at the concentration of 1 mM, incubated at
37 °C for 1 h, 24 h, 72 h, 96 h and 144 h, and then samples were
centrifuged at 13,000 ×g for 10 min to separate the aggregates from
soluble forms (Selvaggini et al., 1993). Peptide aliquots devoid of AChE
were always used as control samples.

For experiments aimed at unveiling the effectiveness of AChE to
trigger PrP82-146 aggregation, co-incubation experiments for 72 h at
room temperature were carried out with different PrP82-146:AChE
ratios, ranging from 1:50 to 1:400. At the end of the incubation period,
samples were immediately deep-frozen and stored at –20 °C until
analysis. Peptide aliquots devoid of AChE were always used as control
samples.

Role of the peripheral site of AChE in the aggregation of the PrP peptide
To determine the role of the peripheral site of AChE in the

aggregation process of PrP82146, the effect of 100 μM propidium
iodide (a specific blocker of the peripheral site of AChE) was
concomitantly added with the enzyme and incubated during 72 h in
the same conditions described above. Parallel control samples devoid
of propidium iodide, or in the presence of the drugwithout AChEwere
always run. At the end of the incubation period, samples were
immediately deep-frozen and stored at −20 °C until analysis.

Fluorescence microscopy
To quantify the influence of AChE on coumarin-PrP82-146

assembly, peptide pellets were washed several times with 100 mM
Tris–HCl, pH 7.0, and suspended in 10 μL of the same buffer, placed on
gelatin-coated slides and finaly analyzed by fluorescence microscopy
(Olympus BXJ1; DAPI filter). Three images of each replicate were
selected (at least four experiments were run in triplicate) and the
maximum size of aggregates (MSA, μm2) of each image was
determined using a standard-image analysis program (Leica Qwin)
(Pera et al., 2006). This value was used to quantify the effects of the
enzyme on the aggregation process of PrP82-146 in the different
experimental conditions described above.

Polarized light and electron microscopy
For polarized light microscopy peptide pellets were washed

several times with 100 mM Tris–HCl, pH 7.0, and suspended in 10 μL
of the same buffer. The amyloid fibril-binding dye Congo Red was used
to demonstrate the amyloid character of the PrP82-146 aggregates
formed with or without AChE. Samples were air-dried on gelatin-
coated slides and stained with 2% Congo Red in 80% ethanol saturated
with NaCl and viewed under polarized light (Leitz DM RB; Oberko-
chen, Germany). For ultrastructural examination, 5 μL of suspension
were applied to Formvar-carbon, 200-mesh nickel grids for 2 min,
negatively stained with 2% (w/v) uranyl acetate, and observed using
an electron microscope (Hitachi H-7000, Hitachi LTD; Tokyo, Japan).

Atomic Force Microscopy (AFM)
All AFM images were recorded on an Agilent 5500 AFM/SPM

microscope. A multi-purpose low-coherence scanner of up to 10 μm
was used for imaging at room temperature. Typically-used AFM
probes were type FM silicon-point probes (constant force ∼2 N/m,
resonant frequency ∼75 KHz) from Nanosensors. The scan rate was
tuned proportionally to the area scanned and was kept in the 0.5–
1.2 Hz range. The resolution of image acquisition was 512 pixels per
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line. Flattened correction of AFM images, when needed, was made
with MountainsMap software.

Untreated muscovite mica substrates (Scientec) of different sizes
were used for deposition of the protein samples. Sample solutions as
previously described, both without (control samples) and in the
presence of the AChE enzyme, were diluted 1 to10 times with ultra-
pure water and 10 μL of such solutions were added onto freshly
cleaved mica at room temperature. After submitting the samples to a
drying process, measurements were carried out under environmental
conditions. AFM in a semi-contact mode was used affording both
lateral and vertical resolution in a nanometric regime. Moreover, this
AFM operation mode enables non-destructive imaging of soft surfaces
or weakly attached samples. To exclude the interference of possible
artifacts, extra control samples, such as freshly cleaved mica and
freshly cleaved mica soaked with ultra pure-water, were also
investigated. All the topographic patterns described in the text were
confirmed by additional measurements in a minimum of three
different, well separated areas.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean±SEM of MSA of at least 4
experiments run in triplicate. Variances of groupswere comparedusing
one-way ANOVA followed by Dunnett's test for multiple comparisons
when appropriate. Differences were established at pb0.05.
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