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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mas frecuente,
representando hasta el 70%. Se caracteriza por la pérdida de memoria y el deterioro
cognitivo progresivo. En Espafia su prevalencia alcanza el 6% entre las personas mayores
de 70 afios. En los proximos 50 afios se espera que la enfermedad de Alzheimer (EA)
afecte a 100 millones de personas en el mundo. El diagnéstico precoz y preciso de la EA
es dificil debido a que los primeros sintomas de la enfermedad son compartidos por una
variedad de trastornos, lo que refleja caracteristicas neuropatoldgicas comunes. El fracaso
de muchos farmacos candidatos se ha atribuido a su administracion en una etapa tardia,
cuando la patologia es demasiado avanzada. Sobre estas bases, el desarrollo de
biomarcadores apropiados para el diagnostico precoz y la monitorizacién de la
enfermedad parece ser critico para una terapia eficaz. Por el momento parece probable
que s6lo un andlisis combinado de varios biomarcadores permitira obtener un diagnostico
especifico de la EA en el futuro. Hasta el momento ninguno de éstos biomarcadores estan
estandarizados para poder ser utilizaos, pero la investigacion avanza en direccion

correcta.

Palabras clave: biomarcador, enfermedad de Alzheimer (EA), demencia, deterioro

cognitivo leve (DCL), tau, beta-amiloide, beta-A42, beta-A42/A40, ''C-PIB-PET,

neuroimagen, imagen infrarroja cercana (NIR).
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

CONCEPTO Y DESAROLLO DE BIOMARCADORES

El término de “biomarcador” fue establecido formalmente en el afio de 1987 por el
Consejo Nacional de Investigacion de los Estados Unidos (National Research Council,
NRC) a través del Comité de Marcadores Biologicos. Esta definicién considera como
biomarcador a un evento (de estado conocido) que puede usarse como guia para la
evaluacion de sistemas bioldgicos. Es decir, una caracteristica de sefializacion, en
muestras o sistemas bioldgicos que pueda ser medida y evaluada objetivamente como un

indicador de procesos bioldgicos normales o patogénicos (Schlenk, 1999) (2).
CLASIFICACION DE LOS BIOMARCADORES

Un biomarcador es un evento (una molécula, imagen, etc.), que se puede medir y
evaluar como un indicador de procesos normales o patolégicos; suelen aceptarse como
indicadores para diagnosticar una enfermedad (marcadores de diagnostico), para
establecer su gravedad, asi como para seguir su evolucion (marcadores de progresion o
pronostico); para vigilar la respuesta al tratamiento (terapéuticos) y marcadores de
susceptibilidad. Por lo tanto, un biomarcador puede emplearse tanto en el area clinica,

como en el desarrollo de medicamentos (1, 2).

En algunos casos no se miden biomarcadores directamente, sino unas moléculas
que se unen a éstos y emiten sefiales que se pueden medir, interpretar, cuantificar etc. En
otros casos, los biomarcadores que existen para el diagnostico son escasos o dificiles de
obtener (liquido cefalorraquideo) y se recurre al empleo de compuestos que se

administran para que actte como sondas fluorescentes NIR (11).

Los biomarcadores del SNC se clasifican en genéticos, de neuroimagen, clinicos y

bioguimicos, de acuerdo al tipo de informacidn que proporcionan.
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa de causa
incierta. La manifestacidn clinica mas esencial y, a menudo, mas temprana de la EA es el
deterioro de la memoria selectiva, aunque hay excepciones (3). Es el tipo de demencia
mas frecuente, representando hasta el 70% de los casos. En Espafia su prevalencia alcanza
el 6% en el grupo de mayores de 70 afios (4). En los proximos 50 afios se espera que la

EA afecte a 100 millones de personas en el mundo (9).



S
S

ontenida en el mi.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

La relevancia sociosanitaria de la EA, el desarrollo de nuevos farmacos,
potencialmente modificadores del curso de la enfermedad y la existencia de estrategias
terapéuticas para la fase precoz, ha motivado un interés creciente por conocer y
diagnosticar mejor los estadios iniciales (4). El fracaso de muchos farmacos candidatos
se ha atribuido a su administracion en una etapa tardia, cuando la patologia es demasiado
avanzada. Sobre estas bases, el desarrollo de biomarcadores apropiados para el
diagnostico precoz y la monitorizacién de la enfermedad parece ser critico para una
terapia eficaz (4, 5). Hasta la fecha, la EA solo podia ser diagnosticada cuando el deterioro
cognitivo alcanzaba la gravedad suficiente para interferir con la capacidad funcional del
paciente (en el &mbito personal, social o profesional). Sin embargo, este umbral clinico
puede ser muy variable entre las personas, dependiendo de factores como el rendimiento
cognitivo premdrbido, el nivel de inteligencia, la complejidad de las actividades diarias,

o el nivel de percepcion del informador.

Hoy en dia el diagnostico se realiza segun unos criterios clinicos validados
internacionalmente (DSM-1V-TR, CIE-10 o NINDS-ADRDA). Todos se basan en el
reconocimiento del sindrome de demencia y en las caracteristicas clasicas de la EA,
estando mas orientados a la exclusion de otras causas no degenerativas de demencia. Sin
embargo, y a pesar de la amplia difusion de estos criterios clinicos, se ha demostrado que

son poco especificos y sensibles en las fases iniciales de la enfermedad (4).

Las que las caracteristicas fisiopatoldgicas mas importantes de la enfermedad de
Alzheimer son las placas seniles y los ovillos neurofibrilares (Ver anexo 1: imagen 1). El
componente mayoritario de dichas placas es el péptido B-amiloide (BA o bA). Este
péptido de 39 - 43 amino&cidos es muy hidrofdbico, se libera en la escision proteolitica
de la proteina precursora amiloidea (PPA o APP en inglés) y se agrega para formar
oligdbmeros. Estos oligdbmeros a su vez se agregan para formar fibras, que se depositan en
el parénquima cerebral y originan las placas seniles (9) (Ver anexo 1: imagen 2). La APP
es normalmente procesada de forma secuencial por distintas proteasas llamadas alfa, beta
y gamma secretasas. Los fragmentos liberados por la actividad alfa-secretasa no son
patogénicos. Pero hay otra via de procesamiento de la APP menos comun, aunque también
fisioldgica, en la que es la beta-secretasa es la encargada de realizar el primer corte. ES una
proteasa anclada a la membrana mediante un dominio transmembrana. Posee un dominio
aspartil-proteasa (utiliza un aspartato para la reaccién de catalisis) en su porcion extracelular,

que es el que realiza el corte (15). (Ver anexo 1: imagen 3)
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El BA es un candidato perfecto para ser un biomarcador eficaz para el diagnostico
precoz de la EA, porque se sabe que se puede detectar varios afios antes de la aparicion
de los sintomas clinicos (4, 6). Por consiguiente, in vivo la obtencion de imagenes de BA
es particularmente adecuada para identificar individuos en riesgo y en las primeras etapas
de la EA (5).

La proteina Tau es un constituyente del citoesqueleto de la neurona. En procesos
que cursan con neurodegeneracion es un marcador de muerte celular que se libera al
compartimento extracelular y puede medirse en LCR (liquido cefaloraquideo) (4). (Ver

anexo 1: imagen 4).
AVANCES EN EL DIAGNOSTICO

La mayoria de las nuevas técnicas y pruebas que se estan estudiando para utilizarlas
en el diagnostico de la EA, y que ya se utilizan para otras enfermedades, se basan en

cambios funcionales ocurridos en el proceso EA, excepto los biomarcadores genéticos.

Podemos considerar varios grupos de ellas: 1) técnicas de diagnostico por la
imagen; 2) electroencefalografia de nueva generacion; 3) determinacion de marcadores

bioquimicos periféricos.

1. La neuroimagen en el diagnostico de la EA. Las técnicas mas

empleadas son la resonancia magnética, la tomografia de emisién de positrones y la

tomografia de emision de fotones simples. (Ver Anexo 2)

> La Resonancia Nuclear Magnética (RNM) es una técnica no invasiva, que
puede aplicarse de forma repetitiva en un individuo, capaz de detectar diversos nucleos
atémicos como *H, *'P, *3C, cuando se sitian bajo un potente campo magnético. Existen
dos aplicaciones fundamentales, la espectroscopia por resonancia magnética (ERM), que
proporciona un registro grafico, cuyos picos informan de la concentracion de
determinadas sustancias que contienen grupos atdmicos determinados, y la imagen por
resonancia magnética (IRM), que se proporciona una representacion pseudofotografica.
Es decir, la técnica sirve tanto para proporcionar informes metabdlicos como

morfol4gicos.

La Espectroscopia de Protones (*H-ERM) es muy utilizada, ya que se pueden
identificar y cuantificar moléculas, que disminuyen en la EA méas que en la senilidad

fisioldgica. En su versién anatémica, la IRM no s6lo proporciona el aspecto visual, sino
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determinaciones del volumen de distintas regiones cerebrales, o0 que nos proporciona un

importante indice de la atrofia de esas zonas.

> Las técnicas de Tomografia de Emision de Positrones (conocida por las
siglas inglesas PET, positron emission tomography) (ej. **C-PIB-PET) y la de emisi6n de
fotones (de igual manera denominada SPECT, single-photon emission computed
tomography) se basan en la introduccién de moléculas marcadas radiactivamente
(biomarcadores indirectos), de vida media muy corta, que emiten positrones o fotones
que son recogidos por un sistema de rastreo (un escaner) con detectores adecuados. Las
sefiales detectadas son analizadas y los datos procesados, produciéndose registros de
densidad y mapas de localizacion (imagenes cerebrales). Actualmente se trabaja en poner

a punto técnicas que puedan marcar in vivo las placas BA (12).

2. El electroencefalograma (EEG) en el diagnéstico de EA

La actividad eléctrica cerebral que recoge el EEG es un reflejo de la actividad
sinaptica de ciertas neuronas. La pérdida o disfuncién de la conectividad neuronal tipica
de la EA es una teorica fuente de alteraciones del EEG. Puede ser empleada como

predictora de la evolucion de trastornos cognoscitivos leves. (Ver Anexo 3)

3. Los marcadores bioquimicos utiles en el diagnéstico de EA

(excepto "marcadores genéticos").

Se puede decir que los marcadores bioquimicos patognomonicos de EA son de gran
interés en todos los aspectos: confirmacion del diagndstico, estudios epidemiolégicos,
identificacion de subgrupos o subtipos de EA, valoracion del progreso de la enfermedad
y de su tratamiento, prediccion de la evolucidn, etc. Los siguientes marcadores estan
actualmente siendo muy utilizados y sus ensayos permiten augurar una pronta utilizacion

en la clinica:

o proteina tau (fosforilada y no fosforilada) y otras proteinas derivadas de

neurofilamentos o sinapsis en LCR; (1, 12)

o proteina beta-amiloide (1-40, 1-42 y el coeficiente 1-40/1-42) en LCR 0

suero o en musculo (1, 4 ,11);

o proteina precursora de amiloide (APP) y sus derivados inmediatos en

diversas células periféricas;

o apolipoproteinas (A, E) en suero y LCR, solas o en correlacion con HDL;
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. otros

También se buscan nuevos marcadores en plaguetas, especialmente en base a la

composicién y fluidez de las membranas.

4. Los marcadores genéticos de EA.

Se ha demostrado que existe un componente genético en la EA de tipo familiar (o
de inicio precoz) que tiene como etiologia la alteracién de determinados genes en los
cromosomas nucleares 1 (gen de la presenilina Il), 14 (gen de la presenilina 1) y 21 (gen
de la APP) o del cromosoma mitocondrial (genes para moléculas de la citocromo-oxidasa
0 de la NADH deshidrogenasa). Se han caracterizado gran numero de familias con
mutaciones puntuales en alguno de los genes. En estos casos, el analisis genético aporta
el beneficio cientifico de la tipificacion del subtipo de EA, pero no supone ninguna

ventaja practica (7).
OBJETIVO

Investigar sobre los avances del uso de biomarcadores para el diagnéstico precoz
de la enfermedad de Alzheimer. Ver si se pueden aplicar en la clinica en un futuro
cercano. Determinar si se puede predecir cuales de los pacientes con el deterioro cognitiva

leve van a desarrollar la enfermedad de Alzheimer.
MATERIALES Y METODOS

Se llevé a cabo una revisién bibliografica de la literatura cientifica publicada en las
siguientes bases de datos: PubMed, Biblioteca UpToDate, Scielo, MEDLINE vy
PreMedline, EMBASE (Elsevier), Psycinfo, Cochrane Library, Google Scholar.

No se aplicaron restricciones de idioma a las blsquedas electronicas y no se
utilizaron filtros metodoldgicos para maximizar sensibilidad. Se aplicé el filtro de fecha

en la busqueda de articulos, se excluyeron articulos publicados antes del 2009.
RESULTADOS Y DISCUSION

La buasqueda dio lugar a 15 citaciones, de las cuales 11 son textos completos de
articulos cientificos, 2 abstractos y 2 paginas web. Los articulos proponen diferentes
biomarcadores directos o indirectos para el diagndstico de la EA. Sin embargo, hoy en
dia, aun no se ha conseguido encontrar un marcador éptimo y Unico para diagnosticar y

seguir el progreso de la EA. Por el momento parece probable que sélo un analisis
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combinado de varios biomarcadores permitiria obtener un diagnostico especifico de la
EA en un futuro cercano. También hay que estandarizar su aplicacion e interpretacion
para poder usarlos a nivel clinico y sin dificultad para el personal facultativo.
(3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14).

Varios biomarcadores ampliamente investigados del proceso molecular y

degenerativo de la EA pueden ser de apoyo en un diagndstico, pero ain no se
recomiendan para el diagnostico de rutina. Sin embargo, este tipo de pruebas puede afiadir

mas confianza al diagnostico clinico de la EA (8).

NEUROIMAGEN

Hay varios biomarcadores topogréaficos o degenerativos utilizados para evaluar los
cambios cerebrales posteriores que se correlacionan con la distribucion regional de la
disfuncion neuronal y la muerte neuronal asociada con la EA eventual. Estos incluyen la
atrofia del 16bulo temporal medial, que se puede ver en la IRMN vy la reduccién de
metabolismo de la glucosa en las regiones temporoparietales en la FDG-PET [del inglés
fluorodeoxyglucose (FDG)-positron emission tomography (PET)] (8, 15). (Ver anexo 2:

imagen 5)

En general, los biomarcadores topograficos son menos especificos que los
biomarcadores moleculares, pero se correlacionan mejor con la aparicién de los sintomas
clinicos. Ninguna de estas pruebas es valida como prueba Unica de diagndstico, pero los
criterios de investigacion incorporan tanto los datos de biomarcadores moleculares como
topograficos en las definiciones de investigacion de ambas formas sintomaticas y pre-
sintomaticos de la EA, anticipando que una vez que los biomarcadores se vuelvan mas
estandarizados, se incorporaran en algoritmos de diagnéstico clinico para la EA. En la
actualidad, el uso de biomarcadores se limita principalmente a estudios de investigacion
y ensayos clinicos, y las pruebas no estan universalmente disponibles ni reembolsadas

por la mayoria de las aseguradoras (8).
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Diversos estudios muestran que en la EA la corteza cerebral, el I6bulo temporal
medial, el hipocampo, la corteza entorrinal, etc., sufren una atrofia cuantificable y de

valor diagndstico.



Se usa preferiblemente la imagen de resonancia magnética nuclear (IRMN),
indicada en la evaluacion de pacientes con sospecha de EA. La IRMN cerebral puede
ayudar como diagnostico adicional sobre atrofia cerebral regional que sugiere demencia

frontotemporal u otros tipos de enfermedad neurodegenerativa (3). En contra de ella se

S
S

tiene una baja sensibilidad y un costo elevado. Para mejorar la técnica y su rendimiento

practico, se estan desarrollando diferentes protocolos de utilizacién de los equipos,

mejoras técnicas y combinacion de pruebas (7).

El hallazgo maés caracteristico focal en la EA es la reduccion del volumen de

ontenida en el mi.

hipocampo o atrofia del l6bulo medio temporal.
Debido a que los volumenes del hipocampo declinan
en el curso normal de envejecimiento, se necesitan

criterios especificos de la edad. El hallazgo de atrofia

del hipocampo proporciona apoyo incremental para un
diagnostico de EA en un paciente con una presentacion clinica tipica, pero no es
suficientemente especifica para contribuir significativamente a la precision del

diagnostico sobre la evaluacion clinica por si sola. Algunos estudios sugieren que las

ia no se hace responsable de la in

caracteristicas de IRMN pueden predecir la tasa de disminucién de la EA y en el futuro

pueden guiar las decisiones de tratamiento. La volumetria del hipocampo utilizando
normas corregidas para la edad proporcionadas por la Iniciativa de Neuroimagen para la
EA, puede predecir las tasas de conversion de DCL a la demencia de EA. Sin embargo,
estos resultados requieren confirmacién independiente y las herramientas para generar

estas mediciones no estdn ampliamente disponibles. (3)
TOMOGRAFIA DE EMISION DE POSITRONES

Para detectar a participantes con DCL inicial que presentaran la conversion clinica
a la demencia de la enfermedad de Alzheimer u otras formas de demencia después de un

. -, sy - N CH,
tiempo, se realizd6 un meta-analisis que determinara la /@\: @7&
HO )

exactitud de diagndéstico de la 11C-PIB-PET (Ver anexo 2:

C-PIB

imagen 6 y 7). EI compuesto de Pittsburgh B (PiB) es un s

analogo radioactivo de la tioflavina T que puede usarse en

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farr

tomografias de emision de positrones para visualizar placas

de beta-amiloide en el tejido neuronal (12). (ver indice 2).

(b)

La conversion de DCL a demencia de la enfermedad de Alzheimer se evalud en 9

estudios. La calidad de las pruebas era limitada. De los 274 participantes incluidos en el

10
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metanalisis, 112 desarrollaron demencia de Alzheimer. Sobre la base de los 9 estudios
incluidos, la proporcion mediana que presentd la conversion fue de un 34%. Los estudios
varian notablemente en la forma en que se realizaron e interpretaron las exploraciones
con PIB. La sensibilidad esta entre el 83% y el 100%, mientras que la especificidad entre
el 46% y el 88%. Debido a la variacion en los umbrales y las medidas de retencion del
1C-PIB por bA, no se calculé la sensibilidad y la especificidad medias. Si se supone una
tasa de conversion tipica de DCL a la demencia del Alzheimer de un 34%, por cada 100
exploraciones con PIB, un paciente con una exploracién negativa progresaria y 28 con

una exploracién positiva en realidad no progresaria a la demencia de Alzheimer.

Aungue la buena sensibilidad lograda en algunos estudios incluidos es alentadora
para el valor de la *'C-PIB-PET, debido a la heterogeneidad en la realizacion y la
interpretacion de la prueba y la ausencia de umbrales definidos para la determinacion de
la positividad de la prueba, no es posible recomendar el uso sistematico en la practica
clinica. El biomarcador de la **C-PIB-TEP es una investigacion de costo elevado, por lo
tanto, es importante demostrar claramente su exactitud y estandarizar el proceso de la

modalidad de diagnéstico de la **C-PIB antes de utilizarla (12) (ver indice 2).

Otros compuestos (F18-florbetapir, F18-flutemetamol, F18-florbetaben), que
miden RBA en el cerebro, se han desarrollado como herramientas para ayudar en el
diagnostico diferencial y prondstico de la EA in vivo, en el desarrollo de farmacos anti-
amiloides. Estos marcadores han sido aprobados por las agencias reguladoras en los
Estados Unidos para la evaluacién cualitativa de densidad de la placa RA; sin embargo,

no estan destinados para su uso como un agente de diagnostico. (8).

TOMOGRAFIA MOLECULAR FLUORESCENTE (FMT) Y
TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA DE RAYOS X

Existe un interés creciente en la espectroscopia de fluorescencia como una
alternativa no invasiva para el diagnostico precoz que permite la visualizacion en tiempo
real de biomoléculas en sistemas vivos. Es un método versatil y sensible que conduce a
un sistema de formacion de iméagenes rapido, barato y no radiactivo. Para su aplicacion
in vivo, las sondas fluorescentes tienen que emitir fluorescencia en la region 600-900 nm

del rojo lejano o infrarrojo cercano (NIR).

Las sondas fluorescentes NIR son extremadamente Utiles para visualizar y

monitorizar la formacién de placas RA y para evaluar la efectividad del tratamiento

11
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farmacologico en modelos animales, por lo que se consideran herramientas de

diagndstico atractivas y prometedoras para la EA.

El desarrollo de sistemas de imagen Optica modernos y eficientes, tales como la
tomografia molecular fluorescente (TMF) y la técnica hibrida conocida como tomografia
computarizada de rayos X han permitido la visualizacion in vivo de la distribucién de

placa BA en ratones con EA con un créneo intacto.
SONDAS FLUORESCENTES NIR

Existen dos enfoques potenciales para la formacion de imégenes NIR que implican
el uso de nanoparticulas de emision de fluorescencia (puntos cuanticos) o trazadores de

imagenes in vivo.

Diseino molecular para la emision en la region NIR

Si se administra una cantidad adecuada de energia a una molécula, los electrones
pueden excitarse y saltar desde un orbital molecular ocupado de baja energia a uno vacio,
de mayor energia, dando lugar a una transicion que corresponde a una banda de absorcion
en el espectro. La fluorescencia se debe a que los electrones del estado excitado vuelven
al estado fundamental emitiendo fotones, porque los electrones de los estados excitado y

de basal estdn emparejados (estado singlete).

Teoria de orbitales de frontera. Se han definido los orbitales de frontera como
HOMO y LUMO. El HOMO es el orbital molecular méas alto ocupado y el LUMO es
orbital molecular mas bajo vacio (ver anexo 2: imagen 8). La brecha HOMO-LUMO esta
estrechamente correlacionada con las longitudes de onda de absorcion y emision. Las
sondas NIR han sido disefiadas con el objetivo de reducir la brecha HOMO-LUMO de

los colorantes amiloides existentes. Esto puede lograrse por conjugacion, y por lo tanto

los sistemas © conjugados son enlaces
. ., Energy
ideales para la construccion de sondas an A
High
NIR y un cambio en la longitud de ——— | Unoccupied
- molecular
. ., ital
conjugacion representa una manera orbitals
. - f . LUMO —m———— e:)culla(;:)ln _e_
efectiva de ajustar el nivel de intervalo Y:9:> pe——
de energia. Una estrategia muy comun HOMO -©—6- —
. . ©—- o ied -o0—-
utilizada para reducir la brecha HOMO- - molecular
-O—&~ orbitals -o0—O-
LUMO de un sistema = conjugado se
= Low Y oo
basa en la presencia de grupos in ground state in excited state
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donadores de electrones (D) y aceptor de electrones (A) como restos terminales con el fin
de generar una molécula "pull-push”. En su estado fundamental, tal molécula D-A puede

describirse por dos formas de resonancia, es neutra y zwitterionica (figura 1).

= A (= A +
D-A = n « = 5D
Neutral form

S
S

Zwitterionic form
(A excited state)

::) + A
S D-A-D D/(/\);AM:D - DM %D
E Neutral form ¢
5 o)A %Kp

Zwitterionic forms

Figura 1. Una molécula push-pull y una molécula donante-aceptor-donante,

mostrando sus formas neutras y zwitteridnicas.

NIAD-4  (compuesto 1) y  compuestos
relacionados. NIAD-4 fue una de las primeras sondas
NIR utilizada para la visualizar placas RBA in vivo.

Presenta la estructura clasica push-pull. A pesar de la alta

especificidad de compuesto 1 para las placas de Ab, el

método de imagen utilizado fue invasivo. (Ver anexo 2:

imagen 9 ampliada).

BODIPY incluye en su estructura un sistema de difluoroboronato ciclicos. Ono et
al. combinaron el fragmento BODIPY con una porcion de NIAD-4 (2-feniltiofeno) y el
dimetilamino estirilo (D). A pesar de la alta afinidad de unién a las fibrillas amiloides, no
cumple los requisitos ideales para ser utilizado in vivo debido a su acumulacion

inespecifica en el cuero cabelludo. (Ver anexo 2: imagen 10).

AOI — 987 permitid la visualizacion de placas de BA in vivo de una manera no
invasiva. Es un colorante de oxazina. Debido a su estructura conjugada, mostrd buenas
propiedades espectrales con absorcion y emision maximas en la region NIR. La técnica
ha demostrado ser particularmente adecuada para obtener imagenes rapidas, pero tiene

una resolucion de profundidad limitada a no més 3-5 mm de la superficie y no es

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

cuantitativa. (Ver anexo 2: imagen 11).

CRANAD-2. Este compuesto contiene dos restos de curcumina conectados por un
anillo de borato, lo que confiere a sus soluciones un color rojo brillante debido a la

transicion z-n* de un par solitario de electrones sin compartir desde el oxigeno central

13
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hasta el orbital vacio del boro, dando lugar a un cambio de absorbancia hacia el rojo.
También se reemplazaron los grupos hidroxilo fenélicos de la curcumina con grupos N,
N’"-dimetilamino, que se considera como uno de los mejores grupos para el cambio de la
absorcion al rojo. Como resultado final CRANAD-2 cumplié la mayoria de los requisitos
para una sonda NIR, y se demostrd que entra en el cerebro y marca especificamente placas
BA lo que permite su imagen in vivo. Sin embargo, también en este caso la técnica de
imagen NIR empleada fue la reflectancia, que se caracteriza por una profundidad de

penetracién baja (<1 cm) y una baja resolucion. (Ver anexo 2: figura 12).

CRANAD-58. Este compuesto es capaz de unirse tanto a las placas A como a los

mondmeros A. Se cree que el inicio de la AD se caracteriza por la acumulacion excesiva

A
de monomeros BA solubles, que gradualmente 0
) , ., HN XN NH
tienden a agregarse en dimeros y oligbmeros S//L\N' o -
H H
toxicos, dando lugar a la formacion de placas de BA. PR .o . O
. ;. . . B
Esto ofrece la oportunidad unica de monitorizar la N :
progresion de la AD desde sus etapas muy = - )
Co {e\ (@ (@

tempranas. Sin embargo, los actuales microscopios ¢
. . - . v \ V ¥
de fluorescencia no tienen suficiente resolucion para K K ‘ \ ) & !

permitir visualizar la morfologia de las especies % s = e

Increase of AP plaquesin
number and size with the mice age

solubles. (Ver anexo 2: imagen 13 méas amplia)

THK-265 esta formado por dos unidades de acido tiobarbitdrico conectadas por
una cadena de pentadienilideno, formando un sistema conjugado. Mostré propiedades
espectroscopicas adecuadas, con un maximo de emision a 450 nm y un rendimiento
cuantico fluorescente elevado (38,5% en metanol). THK-265 podria representar un
posible candidato para el seguimiento de la progresion de la AD y evaluar la eficacia de

los farmacos anti-AD. (Ver anexo 2: imagen 14).

DANIRs. Todas las sondas NIR para visualizar BA discutidas hasta ahora son
capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) y marcar selectivamente las
placas amiloides, sin embargo, muestran limitaciones. Por ejemplo, NIAD-4 no pudo ser
detectado en ratones con un craneo intacto, BODIPY7 y BAP mostraron baja
permeabilidad a través de BHE, AOI-1987 mostré sélo afinidad moderada por los
agregados BA y CRANAD-2 mostré una escasa eliminacién del cerebro. Por esto Cui et
al. desarrollaron una nueva serie de moléculas pequefias fluorescentes para la deteccion

in vivo de placas de RA. Los autores utilizaron la estructura D-A separadas por una cadena
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de polimetino. El grupo N, N -dimetilamino se seleccioné como donador de electrones
debido a su capacidad conocida para la absorcién de la radiacion, y como aceptor se eligié

un grupo dicianometileno obteniendo el compuesto 18. (Ver anexo 2: imagen 15).

El compuesto 18 in vitro posee la afinidad mas alta por las fibrillas amiloides,
mostrando una constante de inhibicién (Ki) de 36,9 nm, y demostrando que la longitud
del puente conjugado juega un papel critico en la union al Ab. Otra caracteristica
importante de esta sonda es su capacidad para aumentar la intensidad de fluorescencia
tras la union a los agregados de Ab. Esta molécula e b
mostré baja toxicidad, buena estabilidad en el S
suero e interacciones débiles con la seroalbimina, Fuorescent emmines ! ]
es capaz de cruzar la BHE y podria ser rapidamente SRANENN
eliminada del cerebro. Estos resultados

confirmaron que el compuesto 18 cumple los

requisitos para una sonda NIR ideal (5).

Transgenic Mouse Wild Type Mouse

ELECTROENCEFALOGRAMA

Las fuentes corticales de los ritmos delta (2-4 Hz) y los ritmos alfa (8-10.5 Hz)
electroencefalograficos de estado de reposo (EEG) muestran una actividad anormal (es
decir, densidad de corriente) en pacientes con demencia debida a la EA. Se registraron
datos EEG con ojos cerrados de reposo en 19 pacientes con demencia y 40 sujetos sanos.
Las bandas de frecuencia de EEG de interés eran delta y alfa de baja frecuencia. Las
fuentes de EEG se estimaron en estas bandas mediante tomografia electromagnética
cerebral de baja resolucion. Los resultados mostraron que, en comparacion con el grupo
de sujetos sanos, el grupo con AD indic6 una mayor actividad de las fuentes delta y menor

actividad de las fuentes alfa de baja frecuencia en una region cortical de interés. (10).

Electroencefalografia cuantitativa (qEEG) es un método de reconocimiento de

patrones estadisticos, que proporciona resultados prometedores. Se ha comparado el valor
de diagnostico de gEEG-SPR con la imagen estructural y con biomarcadores del liquido
cefalorraquideo (LCR). Un total de 511 individuos fueron reclutados a partir de un estudio
multicéntrico NORD EEG (141 controles sanos, 64 con deterioro cognitivo subjetivo,
124 con DCL, 135 con EA, 47 con otras demencias). Los datos EEG se registraron de
manera estandarizada. Los datos de imagen estructural se evaluaron visualmente

mediante escalas de atrofia en la corteza medial temporal, frontal y posterior.
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I—a adiCién de q EEG al eStUdiO de Simultaneous NeuroGuide and LORETA in an Early Stage Alzheimer’s Patient

e

- |= x|

diagndstico aumenta sustancialmente la == —=—— o
deteccion de la patologia de EA incluso

en etapas pre-demenciales y mejora el

diagnéstico diferencial. EI EEG podria

servir como un buen complemento a los

biomarcadores de demencia actualmente

establecidos, ya que es barato, no

invasivo y ampliamente aplicado fuera

Hippocampal Excess Slow Waves Z Scores

de los centros académicos (11).

BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Los marcadores basados en determinaciones bioquimicas pueden obtenerse en
LCR, plasma y orina. Pero requieren un trabajo adicional importante en cuanto a la

protocolizacion de los procedimientos de extraccion y andlisis (13).

La disminucién de la apolipoproteina E (APOE) y los niveles plasmaticos €4
APOE, asi como una variedad de otras proteinas del suero y LCR han sido evaluados
como un valor predictivo de la EA en sujetos sin demencia y en pacientes con DCL.
Dichos marcadores también podrian distinguir la EA de otras formas de demencia, y
pueden identificar subgrupos de pacientes con EA en riesgo que progrese rapidamente.
Sin embargo, el papel para estas mediciones en la practica clinica no se ha establecido
todavia. Se estudia a continuacion la validacion de estos y otros biomarcadores de suero

y LCR emergentes para la EA con mas detalle y de manera independiente (8).

Hasta el momento los marcadores mas estudiados son proteina tau y el péptido
beta-amiloide (BA-42) en el LCR. La determinacion de marcadores en LCR se ha
utilizado como apoyo para el diagnéstico de la EA en la fase precoz, el diagnéstico
diferencial con otros procesos causantes de demencia, 0 con otras situaciones clinicas
como el envejecimiento normal y la valoracién del riesgo de progresion en pacientes con
Deterioro Cognitivo Ligero (DCL) (4).

Biomarcadores en liquido cefalorraquideo.

El LCR esta en contacto directo con el espacio extracelular cerebral, por lo que
puede suponerse que los procesos fisiopatoldgicos basicos que ocurren en la EA deben

dejar su huella en éste (13). La obtencion de LCR es mediante una puncion lumbar, que
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es una desventaja por ser una técnica invasiva y no se puede repetir frecuentemente para

un seguimiento de la evolucion de la EA o del tratamiento.

Proteina B -amiloide. Diversos estudios han mostrado de forma consistente que

los niveles de AB 42 estan disminuidos en la EA un 50% con relacién a los niveles de la

poblacién control (13).

Tau total y fosfo-tau. Si se tiene en cuenta el papel que tiene la prote.na tau en

los ovillos neurofibrilares, es logico que se haya estudiado el potencial de la
determinacion de los niveles de tau en el LCR como biomarcador en la EA. En estudios
transversales® se han demostrado incrementos de tau en pacientes con EA que duplican o
triplican el valor encontrado en controles sanos. Los estudios revelan que los niveles de
estas formas fosforiladas son méas especificos para la EA, y en concreto la determinacion
de fosfo-tau treonina 231 distinguia entre pacientes con EA y otras enfermedades

neurodegenerativas con una sensibilidad del 85% y una especificidad del 97% (13).

Combinaciones de AB 42 y fosfo-tau. El hallazgo de la disminucion de AR42

sirve para reflejar el depdsito acelerado de la proteina amiloide en los tejidos cerebrales,
y una concentracion elevada de tau y de tau fosforilada se considera que son una
expresion de los ovillos neurofibrilares (3). En un estudio de cohortes prospectivo?, se

encontrd una baja relacion de AR42 frente a los niveles de tau entre:
. mas de 30 % de los voluntarios sanos,

. mas de 50 % de las personas con informes subjetivos de problemas de memoria,

pero cognitivamente normales,

. y casi un 70 y 80 % para sujetos con demencia cognitiva leve no amnésica

(naDCL) y demencia cognitiva leve amnésica (aDCL).

Este perfil se asocia con el deterioro cognitivo en los dos grupos con DCL vy es

predictiva de la EA en pacientes con aDCL (3).

La aplicabilidad de estos resultados a la poblacion general no esta clara, y estas

pruebas no tienen un papel establecido en la evaluacion de pacientes con DCL en la

Es un tipo de estudio observacional y descriptivo, que mide a la vez la prevalencia de la exposicion y del efecto en una muestra
poblacional en un solo momento temporal; es decir, permite estimar la magnitud y distribucién de una enfermedad en un momento
dado

Un estudio de cohortes es un estudio epidemiolégico, observacional, analitico, longitudinal prospectivo, en el que se hace una

comparacion de la frecuencia de enfermedad entre dos poblaciones, una de las cuales esta expuesta a un determinado factor de factor
de riesgo al que no esta expuesta la otra.
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practica clinica. La sensibilidad de la cuantificacion combinada de la proteina tau y la
BA-42 es muy alta, para el diagndstico de EA Existen problemas en cuanto a su
especificidad, ya que la combinacion de los niveles de éstas proteinas en LCR no es
exclusiva de la EA y éstas pueden alterarse en otras enfermedades neurodegenerativas

causantes de demencia, debida, entre otras causas, a la presencia de copatologia (4).

En 2014 un meta-analisis de 14 estudios observacionales que evaltan AR42 en LCR
como una herramienta para predecir la conversion del DCL a la EA encontrd una
variacion significativa en los umbrales de ensayo, lo que impidi6 estimar la sensibilidad
y especificidad medias. La sensibilidad en los estudios individuales vari6 de 36% a 100
% y la especificidad variaron entre 29% y 91%. Los autores concluyeron que la reduccion
de AR42 en LCR es de utilidad clinica marginal. Ademas, los ensayos para marcadores
de DCL pueden variar, lo que sugiere la necesidad de una mejor estandarizacién del
ensayo. La ausencia de un tratamiento clinico imperativo para DCL hace esta prueba

invasiva relativamente menos atractiva en este momento (3).

Otro meta-analisis se realizé para determinar la exactitud de los niveles de RA en
plasma y LCR para detectar a los pacientes con DCL que se convertiria en EA u otras
formas de demencia con el transcurso del tiempo. De los 1349 participantes, 436
desarrollaron EA. Las estimaciones de sensibilidad de los estudios individuales
estuvieron entre el 36% y el 100%, mientras las especificidades estuvieron entre el 29%
y el 91%. Debido a la variacion en los umbrales de ensayo, no se estimaron la sensibilidad
ni la especificidad medias. Sin embargo, se obtuvieron estimaciones de sensibilidad a
valores fijos de especificidad del modelo, que se ajust6 para producir la curva ROC. A la
especificidad mediana del 64%, la sensibilidad fue del 81% (IC del 95%: 72 a 87). Lo
anterior se equipard a un valor predictivo positivo (VP+) de 2,22 (IC del 95%: 2,00 a
2,47) y un valor predictivo negativo (VP-) de 0,31 (I1C del 95%: 0,21 a 0,48) (9).

So6lo un estudio examind la exactitud del AR42 plasmatico y la relacion plasmatica
AR42 | AR40 para la demencia de la enfermedad de Alzheimer. La sensibilidad del 86%
(1C del 95%: 81 a 90) fue la misma para ambos ensayos, mientras que las especificidades
fueron de 50% (95% CI 44 a 55) y 70% (95% CI 64 a 75) AR42 /| AR40 respectivamente.
De los 565 participantes examinados, 245 desarrollaron demencia de Alzheimer y 87

otros tipos de demencia (9).
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Biomarcadores plasmaticos

En seres humanos, aproximadamente 500 mL de LCR se absorben en la sangre
diariamente, lo que hace a la sangre una fuente adecuada de biomarcadores de
enfermedades neurodegenerativas. La facilidad de una puncién venosa en comparacion
con una puncién lumbar permite repetitividad, lo que hace adecuada su aplicacion en
ensayos clinicos para el diagnostico de la EA y evaluar tratamientos modificadores de

esta enfermedad (6).

Un analisis de 120 proteinas de sefializacion en el plasma sanguineo encontr6 18
que podrian ser utilizadas para diferenciar los controles sanos de pacientes con AD. En
una serie de 47 pacientes con demencia cognitiva leve (DCL); estas proteinas
identificaron 20 de 22 pacientes, que desarrollaron EA clinica y ninguno de los ocho

pacientes que desarrollaron demencia no EA (3).
Espectroscopia vibracional infrarroja y Raman

Los espectros vibracionales se pueden considerar como huellas digitales utilizables
en la identificacion cualitativa o analisis cuantitativo de las especies moleculares en
cuestion. En el caso del plasma sanguineo utilizado como fuente de marcadores de la EA,
los espectros vibracionales correspondientes seran el resultado de la superposicién de

espectros de las proteinas, péptidos, lipidos y metabolitos contenidos en el mismo.

Los lipidos son unos de los componentes del plasma mas susceptibles al ataque por
radicales libres inductores de peroxidacion, generando productos muy reactivos.
Compuestos hidroxilados (por ejemplo, isoprostanos, hidroperoxidos) son productos de
la peroxidacion lipidica y se han descrito como marcadores de dafio oxidativo en la EA.
La espectroscopia infrarroja es muy sensible a la presencia de grupos hidroxilo, que se
hacen visibles no solamente a través de las bandas de tensién OH sino también a través

de las de tension C-O (Ver anexo 3: Imagen 16).

Los cambios de intensidad de algunas bandas 10
infrarrojas  puestos de  manifiesto  por 08
espectroscopia de correlacion bidimensional se han

0,6 4

utilizado como marcadores de la EA en curvas

Sensibilidad

044

ROC para evaluar pruebas diagnosticas. (Figura 3. -

Curva ROC obtenida mediante la intensidad del perfil espectral entre 1639 y

0,0 += T T r T
1624 cm-1 medida en plasma sanguineo de controles sanos y pacientes con 0,0 0,2 04 0,6 08 1,0

1-Especificidad

EA en fase leve.)
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Para diagndstico de la enfermedad de Alzheimer algunas regiones espectrales
generan unas curvas ROC con un grado de exactitud en la clasificacion de muestras
superior al 80%. Por lo tanto, se satisface el criterio propuesto por el National Institute
on Aging (NIA) en lo que respecta a la especificidad y sensibilidad que debe tener un
biomarcador ideal para el diagndstico de la EA. No obstante, se proseguira potenciando

este méetodo con la inclusion de mas controles sanos y pacientes afectados por la EA (6).
CONCLUSION

Algunos de los biomarcadores son Utiles en determinados casos, pero no en todos.
Aln no se ha encontrado un marcador 6ptimo y Unico para diagnosticar y seguir el
progreso de la EA. Por el momento parece probable que sélo un analisis combinado de
varios biomarcadores permitiria obtener un diagnostico especifico de la EA en un futuro

cercano. Pero hay que estandarizarlos para el uso clinico.
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ANEXOS
ANEXO 1. INTRODUCCION

| Lesiones Neuropatoldgicas Tipicas de un Cerebro con Alzheimer |
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Imagen 1. Placas seniles y los ovillos neurofibrilares
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Imagen 2. Formacion de las placas bA
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Imagen 3. El procesamiento proteolitico de la proteina precursora de beta-amiloide
(APP): via amiloidogénica.
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Imagen 4. El esquema sefiala que la proteina tau normal es importante para el
transporte de moléculas a lo largo del axdn (estabiliza los microtabulos). La accién de
ciertas kinasas le adosa moléculas de fosfato (las fosforila) y eso lleva a la “aglutinacion”
de la tau inactiva en los filamentos helicoidales pareados (PHF, del inglés), que

caracterizan la degeneracion neurofibrilar de las neuronas.
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ANEXO 2. NEUROIMAGEN

Normal Mild cognitive  Alzheimer's
|mpa|rment disease

Imagen 5. Las imagenes de FDG-PET muestran un metabolismo de glucosa

reducido en regiones temporales y parietales en pacientes con DCL y EA.
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Imagen 6. Imagenes de tomografia de emisién de positrones (PET) obtenidas con

11C-PIB unido a bA en un paciente control, 3 pacientes con DCL y un paciente con EA.

N H
\ /
"\
S
OH 11CH3

Imagen 7. 11C-PIB
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Imagen 8. Teoria de orbitales de frontera HOMO-LUMO
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Imagen 9. La estructura push-pull de NIAD-4 (compuesto 1). Se observa una fuerte

potenciacion de la sefial fluorescente cuando el compuesto 1 se une a los agregados beta-

amiloides.
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Imagen 10. BODIPY?7.
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Imagen 11. AOI-987 permite la visualizacion in vivo de placas de RA en ratones

transgénicos usando imagenes NIR.
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CRANAD-2 (13)
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Imagen 12. Estructura quimica y propiedades fluorescentes de la curcumina y

CRANAD-2. Tincion fluorescente con CRANAD-2 de secciones cerebrales de ratones

transgénicos. Amplificacion de izquierda a derecha

Hydrophylif:_

Hydrophobic P~

Imagen 13. CRANAD-58 muestra una fuerte afinidad por las fibrillas RA, que
interaccionan especificamente con sus segmentos hidrofobos (FFVL) e hidrofilos
(HHQK) que dan como resultado un fuerte aumento del rendimiento cuantico de la

fluorescencia.
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Imagen 14. A) Estructura quimica de THK Chemical structure. B) La intensidad

de la sefial de fluorescencia de THK aumenta con la edad creciente de los ratones.
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Aex = 597 nm, Agmy, = 665 Nnm

- Fluorescent emminssion in the NIR region
- Higher fluorescent quantum yield upon binding to fibrils
- Higher affinity to amyloid fibrils

Transgenic Mouse Wild Type Mouse

Imagen 15. A) Estructura quimica y propiedades dpticas de los compuestos 16-18.
Debido a sus caracteristicas fluorescentes favorables y alta afinidad por las fibrillas
amiloides, se selecciond el compuesto 18 para la obtencion de imagenes NIR in vivo. B)
Una tincion fluorescente con compuesto 18 de una seccion cerebral de un raton

transgénico en comparacién con la de un ratén salvaje.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

29



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

ANEXO 3. BIOMARCADORES BIOQUIMICOS
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Imagen 16. Espectro sincrono obtenido a partir de espectros infrarrojos medios en

la region 1350-980 cm™ de plasma sanguineo de controles sanos y pacientes con EA leve,

moderada y grave.
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