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RESUMEN

La enfermedad del Alzheimer (EA) afecta a un elevado nimero de personas a nivel mundial, se
calcula que entre 18 y 22 millones de personas la padecen, con una prevalencia media entre el 3 y el
15 % y una incidencia anual entre 0,3 y 0,7 %, siendo la causa mas frecuente de demencia en la
actualidad.” Aun asf, no se conoce ningtn tratamiento que cure la enfermedad, ya que los farmacos
utilizados actualmente Gnicamente aminoran la sintomatologia. Tampoco se conoce una forma de
diagnostico precoz que permita actuar sobre ella a tiempo. La deteccion de la EA en etapas
tempranas se ha convertido en uno de los principales focos de investigacion en enfermedades
neurodegenerativas. Su deteccion y diagnostico temprano permitirian realizar ensayos clinicos e
intervenciones eficaces cuando el dafio neuroldgico es aln relativamente leve. Los nuevos criterios
diagndsticos para la enfermedad de Alzheimer incluyen la posibilidad de practicar técnicas de
neuroimagen o analisis del liquido cefalorraquideo con el objeto de aumentar la certeza de que un
paciente presenta un proceso neuropatolégico relacionado con la EA. Ciertos biomarcadores del
liquido cefalorraquideo (APB42 6 tau fosforilada) reflejan las caracteristicas patologicas centrales de la
EA. Estos procesos neuropatoldgicos se inician afios antes de que sean notables los sintomas, por lo
que se esta determinando si estos biomarcadores pueden ser Utiles en la deteccion precoz y
prevencion de la demencia. Por lo tanto, en este trabajo se van a describir los biomarcadores, tanto

bioquimicos como de neuroimagen, mas relevantes encontrados hasta la fecha.

INTRODUCCION

La enfermedad del Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza
por la presencia de deterioro cognitivo y conductual, cuyo curso es progresivo. Su etiologia es
desconocida, aunque se considera una enfermedad de causa multifactorial y compleja, en la cual
influyen la edad, la herencia genética, la dieta y el estado de salud. Es la causa mas comin de
demencia, descrita inicialmente por el neur6logo aleméan Alois Alzheimer en el afio 1906.
Entendemos por demencia la disminucion de las funciones intelectuales del paciente, si lo
comparamos con el nivel de funciones que tenia anteriormente.

Los sintomas de la enfermedad variaran de un individuo a otro, en funcion de como sea la
condicion fisica, personalidad y estilo de vida de la persona, pero generalmente se pueden agrupar en
tres etapas de desarrollo: etapa temprana, etapa intermedia y etapa tardia, al tratarse de una
enfermedad de curso progresivo. En la etapa temprana, se pueden experimentar lapsos de memoria y
problemas para encontrar palabras adecuadas, es decir, una afectacion de memoria episodica. Mas
adelante se pueden llegar a confundir u olvidar nombres de personas, lugares, citas y eventos

recientes, se experimentan cambios de humor como consecuencia de todo lo anterior, ya que la
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persona enferma llega a tener parte de conciencia de su enfermedad. Conforme la enfermedad
avanza, se necesitara ayuda para efectuar todas las actividades diarias. El proceso degenerativo de la
EA se inicia probablemente 20 6 30 afios antes del inicio de la sintomatologia, pero al tratarse de una
enfermedad gradual, es dificil precisar el momento exacto de su comienzo.

En los pacientes con EA, existe pérdida neuronal y la presencia de dos alteraciones tipicas: la
degeneracion u ovillo neurofibrilar, y la placa neuritica o placa senil. El desarrollo de placas y
ovillos en la estructura del cerebro es lo que lleva a la muerte de las neuronas.

El ovillo neurofibrilar es una lesion intracelular que afecta principalmente a las neuronas
piramidales, estdn formados de filamentos helicoides apareados compuestos de neurofilamentos y
proteina tau hiperfosforilada. Su principal constituyente es la proteina tau, asociada a microtabulos
que se fosforilan anormalmente, lo que altera su solubilidad y unién con los microtabulos.

Las placas neuriticas son focos microscopicos de depositos amieloides extracelulares, que se
encuentran en grandes cantidades en la corteza limbica y de asociacion. Su componente principal es
el beta-amieloide (AB) en forma filamentosa generado a partir del procesamiento proteolitico de una
proteina de mayor tamario, la BAPP. Por lo tanto, a dia de hoy, las proteinas principales que
desempefian un papel importante en el desarrollo del Alzheimer serian: **

- Proteina tau: en el SNC, esta proteina promueve el ensamblaje y estabilizacion de los
microtubulos requeridos para la morfogénesis y el transporte axonal. Tiene dos formas de
controlar la estabilidad de los microtubulos, sus isoformas y la fosforilacion. Cuando se
fosforila altamente reduce su afinidad por los microttbulos. La fosforilacion de tau la regula
un grupo de cinasas, como la cinasa de serina/treonina (PKN). Una anormal fosforilacion de
la proteina tau, ha resultado ser clave en la EA, ya que conlleva a una atrofia celular y
demencia.

- Proteina precursora de amieloide (APP): se trata de uno de los tres genes que codifican
proteinas membranales tipo | con un gran dominio extracelular y una pequefia region
citoplasmatica. La APP contiene una secuencia que codifica para el dominio Ap.

- Péptido amieloide (Ap): es generado por la accion de f y Y-secretasas sobre la APP. La
protedlisis de APP resulta en la generacion de péptidos AP de varias longitudes. Los péptidos
AP son mondmeros normalmente solubles que circulan a bajos niveles en el liquido
cefalorraquideo (LCR) y sangre. En los cerebros de pacientes con EA, la formacién de placas
fibrilares insolubles se facilita por un aumento y acumulo de péptidos AP. La forma
predominante de péptidos AP encontrada dentro de medio de cultivo celular condicionado y
LCR es el péptido mas corto AP4o. Sin embargo, ABaz es la forma de péptido AP inicialmente

depositado dentro de las placas extracelulares de los pacientes con EA. La explicacion de este
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hecho puede ser que todas las mutaciones identificadas dentro de APP conducen a la

produccion aumentada de APB4,. Adicionalmente, A4, tiende a agregarse a una velocidad mas

rapida y a unas concentraciones mas bajas que la forma AB.

Los pacientes con EA también tienen deficiencia de algunos neurotransmisores en el
cerebro. Los sintomas dementes se deben a que las neuronas que sintetizan y liberan acetilcolina
sufren una degeneracion grave. También se encuentran alterados los niveles del aminoacido
glutamato, que se trata del principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central (SNC),
y su interaccion con receptores especificos en las membranas neuronales es responsable de multiples
funciones como el movimiento, la cognicién, la memoria y la sensacion ya que las grandes células
piramidales, que son las neuronas mas afectadas en la EA, utilizan glutamato como neurotransmisor
y reciben aferencias de este aminoacido. La alteracion glutamatérgica mas importante hallada en la
EA es el aumento del nivel de mismo, lo que su vez aumenta la activacion de los receptores de
glutamato, la entrada de calcio en la célula, el arranque de mecanismos de excitotoxicidad indirecta,
y la muerte neuronal. Como consecuencia de ello, el tratamiento farmacoldgico de la enfermedad del
Alzheimer se centra en estos dos neurotransmisores, la acetilcolina y el glutamato, ambos
relacionados con la funcion de la memoria y aprendizaje. Actualmente existen tres estrategias de
tratamiento de la enfermedad: los anticolinesterasicos, los moduladores glutamatérgicos y los
reguladores de factores neurotréficos. Ninguno de ellos cura la enfermedad sino que tienen efecto
sobre sus sintomas.

Hasta la fecha, para el diagndstico de la EA se necesitan descartar ciertas condiciones como
infecciones, deficiencias vitaminicas o tumores cerebrales entre otras. Ademas de evaluar la memoria
y habilidades cognitivas, puede realizarse una tomografia computerizada o una resonancia
magnética. Seria necesario poder realizar un diagnostico precoz de la enfermedad para llevar a cabo
ensayos clinicos de fA&rmacos modificadores del curso evolutivo de la enfermedad y mostrar su
eficacia en fases lo mas iniciales posibles. Actualmente, el diagnéstico de la EA se basa en la
aplicacion de criterios clinicos, ya que a dia de hoy no se han establecido marcadores biolégicos con
la fiabilidad y especificidad necesaria. El diagnostico clinico de la EA es inexacto en un 10-15% de
los casos y los biomarcadores pueden ayudar a la precision del diagnostico.

Un biomarcador es una sustancia o molécula bioquimica que se puede medir y evaluar como
un indicador de procesos normales o patolégicos. Puede utilizarse para diagnosticar una enfermedad,
para establecer su gravedad, para seguir su progresion o para monitorizar la respuesta a medidas
terapéuticas. Hasta la fecha, se ha realizado un gran esfuerzo en la basqueda de biomarcadores de la
EA que pudiesen ser considerados como un criterio indirecto de valoracion clinica. Se han propuesto

determinaciones bioquimicas en liquido cefalorraquideo (LCR), plasma y orina, ademas de
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exploraciones realizadas con técnicas de neuroimagen o marcadores genéticos. Los requisitos que
deberfa cumplir un biomarcador ideal para la enfermedad de Alzheimer son: #

- Estar relacionado con un rasgo fundamental de la fisiopatologia.

- Estar validado en casos confirmados por el estudio neuropatolégico.

- Tener una sensibilidad superior al 85% para detectar EA y una especificidad de mas del 75%
para distinguir la EA de otras causas de demencia, establecidas preferentemente mediante dos
estudios independientes con muestras adecuadas.

- Ser preciso, fiable y barato.

- De utilizacién coémoda y no lesiva para el paciente
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- Ser capaz de apreciar la progresion de la enfermedad y la eficacia de las intervenciones

terapéuticas.

Los biomarcadores que se estan estudiando actualmente para la EA son los biomarcadores
clasificados como bioquimicos, que serian aquellos que encontramos en el LCR (formacion y
acumulacién de placas amieloides). Pero ademas, se estd empezando a dar una considerable
importancia a los biomarcadores de neuroimagen, cuyo fundamento se basa en la introduccion de
moléculas en el organismo con afinidad por un biomarcador bioquimico determinado de tal manera
que pueda ser detectado mediante una técnica de imagen desde el exterior, es decir, actuarian como
biosensores.

Actualmente, se esta barajando la utilizacion de agentes teragndsticos para abordar tanto el
diagnostico como el tratamiento de la EA entre otras patologias. Los agentes teragndsticos son
pequefias moléculas que ademas de facilitar el diagnostico de la lesion, poseen capacidad terapéutica,
lo que permitiria por un lado, mejorar la deteccion precoz de la lesion y la clasificacion del riesgo del
paciente de una manera no invasiva y por otro, su tratamiento. En la EA se estan estudiando
moléculas teragnosticas cuya finalidad seria la union selectiva a las placas p-amieloides, permitiendo
asi obtener una imagen mediante métodos no invasivos para realizar el diagnostico, y ademas que

retardasen la evolucion de la enfermedad actuando sobre estos depdsitos.

OBJETIVOS

= Conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad del Alzheimer y posibles abordajes

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

terapéuticos.
= Evaluacion del tratamiento farmacoldgico que utilizan actualmente los sujetos que padecen
de la EA.
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= Concepto de biomarcador, biosensor y agente teragnostico, y explicar cuales podrian ser
atiles para el diagnostico de la enfermedad.

= Establecer una relacién entre la etiologia de la enfermedad con el uso de farmacos (para el
tratamiento), biomarcadores (para el diagnostico) y agentes teragnéstico (para el tratamiento

y diagnostico).

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo consiste en una revision bibliogréfica. Se obtuvo la informacion mediante la
lectura de una serie de articulos, publicaciones en revistas y libros de texto relacionados con la
enfermedad del Alzheimer. Estos ultimos fueron encontrados en Google Académico, Pub Med y
Scifinder, tres bases de datos cientificos a las que podemos acceder desde internet. Para realizar la
busqueda se introdujeron términos de busqueda enfocados a los objetivos del trabajo como
‘biomarcador’, ‘tratamiento Alzheimer’, ‘theranostics’, ‘tracers’, ‘glutamato y Alzheimer’, ‘NIR
tracers’, entre otros. Todos los materiales de lectura estaban redactados en espafiol o inglés. Ademas,
tanto las revistas como los articulos fueron publicados entre los afios 1999 hasta el 2017 (actual), de

tal manera que se pudo apreciar los avances realizados en este campo a lo largo de los afios.

RESULTADOS Y DISCUSION
% Principales moléculas implicadas en la etiopatogenia de la EA

La etiologia de la EA no esta todavia claramente definida (Figura 1). Se sabe que existen
determinados riesgos genéticos, como la presencia del gen para la ApoE4 o la presencia de
mutaciones en las presenilinas 1y 2 (proteinas de membrana), aunque estos riesgos genéticos tan
solo se relacionan con el 1-2% de los casos de EA. Lo que esta claramente definido es el papel del
péptido B-amiloide en el desarrollo de la enfermedad, cuyo procesamiento anémalo a partir de una
proteina precursora amiloide (APP) va a dar lugar a la formacion de las placas extracelulares por
acumulo de este péptido, y va a favorecer la hiperfosforilacién de la proteina tau, lo que derivara a la
formacion de los ovillos neurofibrilares intracelulares. Independientemente del mecanismo
implicado, se producird un desequilibrio celular y se favorecera la activacion de la llamada ‘cascada
de la apoptosis’, 0 muerte celular programa, que sera la principal responsable de la muerte neuronal
caracteristica de esta patologia y que comienza siendo mas manifiesta en las neuronas de tipo

colinérgico.
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Figura 1. Patogenia de la enfermedad del Alzheimer y posibles dianas terapéuticas.’

Si se tiene en cuenta este posible esquema etiopatogénico representado en la Figura 1, se
podria deducir cuales serian los posibles abordajes terapéuticos que pueden conducir a reducir la
muerte neuronal y frenar el deterioro progresivo de los pacientes de EA. Asi, evitar el procesamiento
anomalo de la proteina precursora del péptido B-amiloide y favorecer su procesamiento hacia otros
péptidos no amiloidogénicos podria evitar la formacion de las placas de B-amiloide. Esta reduccion
de la produccion de B-amiloide podria conseguirse mediante el uso de: bloqueadores de B-secretasa,
bloqueadores de y-secretasa (enzimas proteoliticas que escinden el péptido APP dando lugar a Ap),
activadores de a-secretas (enzima que escinde la APP por una posicion distinta a las anteriores
proteasas, produciendo productos diferentes a AP), estatinas, quelantes de B-amiloide, prevencion de
la formacion de APP, incremento de la eliminacion de B-amiloide por incremento de actividad
proteasa.. También se sabe que determinados mediadores proinflamatorios, los radicales libres de
oxigeno, los peréxidos lipidicos y determinados iones (Fe** AI**) pueden favorecer la agregacion del
péptido, con lo que se formarian las placas de amiloide. En este sentido, algunos antiinflamatorios no
esteroideos, los estrogenos, la vitamina C y la vitamina E (antioxidantes) se han propuesto como
farmacos con potencialidad para reducir la agregacion del péptido amiloide, de manera que pueden

ejercer ciertos efectos neuroprotectores.’

% Tratamiento farmacoldgico de la EA
El tratamiento farmacologico de la enfermedad del Alzheimer estd enfocado a aminorar la
sintomatologia, pero no cura la enfermedad. Podemos diferenciar entre ‘tratamiento de los sintomas

de grado leve a moderado’ y ‘tratamiento de los sintomas de grado moderado a severo’.

e Tratamiento de los sintomas de grado leve a moderado

Los medicamentos utilizados para tratar estos sintomas iniciales son los llamados inhibidores de

acetilcolinesterasa. Estos medicamentos pueden ayudar a retrasar los sintomas o impedir que
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empeoren por un tiempo limitado. Dichos farmacos son: galantamina, rivastigmina y donepezilo.
Estos previenen la descomposicion de la acetilcolina, neurotransmisor del cerebro, cuya pérdida en la
EA se relaciona con la alteracion cognitiva que se presenta. A medida que la enfermedad de
Alzheimer progresa, el cerebro produce menos acetilcolina y por lo tanto, con el tiempo, los
inhibidores de acetilcolinesterasa pueden perder su efecto, por ello se utilizan sobretodo en etapas

tempranas de la enfermedad.®

CH,
[0}
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CH,4 "’c\o 2
2 3
Figura 2. Molécula 1: Galantamina, Molécula 2: Rivastigmina, Molécula 3: Donepezilo

e Tratamiento de los sintomas de grado moderado a grave

El medicamento utilizado para el tratamiento de sintomas moderados o graves en etapas mas
avanzadas de la EA es la Memantina, un antagonista del N-metil D-aspartato (NMDA), receptor al
cual se uniria el aminoacido glutamato. En personas con la EA que presentan niveles elevados de
este aminoacido, al unirse el glutamato al receptor NMDA provoca un aumento de la entrada Ca** al
interior de las neuronas, como consecuencia del aumento de calcio intracelular, las células se hinchan
y estallan ocasionando la muerte neuronal. Por lo tanto, la Memantina actuaria regulando los niveles
de glutamato y disminuyendo la muerte neuronal lo que ocasiona la disfuncidn cognitiva en estos
pacientes. Debido a que los antagonistas del NMDA funcionan de manera muy distinta a la de los
inhibidores de colinesterasa, los dos tipos de medicamentos pueden ser recetados en combinacion.

NH,

CHy

Figura 3. Estructura de Memantina

% Biomarcadores en LCR
Los biomarcadores basados en determinaciones bioquimicas para el diagnéstico de la EA que se

van a analizar se sitGan principalmente en el liquido cefalorraquideo (LCR). EI LCR esta en contacto
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directo con el espacio extracelular cerebral, por lo que puede suponerse que los procesos
fisiopatologicos basicos que ocurren en la EA dejan su huella en éste. Las lesiones patoldgicas
caracteristicas de la EA son los ovillos neurofibrilares y las placas seniles formadas por la
acumulacién neuronal de filamentos de tau anormal y depdsitos de fibrillas extracelulares de -
amieloide respectivamente. Por lo tanto, los niveles de proteina AS y la proteina tau en el LCR se

han convertido en marcadores bioldgicos principales de la patologia relacionada con la EA.

CSF - PHF tau

marafa

neurofibr 2r

cuerpos de Lewy

F- sinaptotagmina, CSF-rabla

Figura 2. Marcadores bioldgicos en LCR utilizados en la EA y su localizacion.

Niveles de proteina  amieloide

El péptido beta-amiloide (A), constituyente de las placas neuriticas, es un biomarcador
interesante por la importancia que cobra en la EA debido a su aglomeracion y como consecuencia,
formacion de depdsitos extraceulares. Fue descubierto en el afio 1984, cuando se pudieron solubilizar
por primera vez fibras de p-amieloide obtenidas del cerebro de un paciente.

El péptido AP se genera a partir de dos cortes enzimaticos secuenciales de 3-APP
transmembrana, por las enzimas -Secretasa y y-secretasa. Las especies predominantes de AP son el
péptido de 40 aminoacidos AP 1-40 (AP 40) y el péptido de 42 aminoacidos AP 1-42 (AP 42). Su
forma amiloidogénica AP, es en la que se centran la mayoria de los estudios revisados. Diversos
estudios han demostrado de forma consistente que los niveles de AP, estan disminuidos en la EA en
un 50% con relacion a los niveles de la poblacion control, mientras que los niveles de ABsoy AP total
no difieren casi de los controles.*’De esta manera, a pesar de que AP en el LCR representa una
proporciéon mucho mas alta que Aaz, los cambios en A4 no son tan marcados como los de APB4,. Este
resultado muestra que Af4, €5 un componente importante de las placas. En la EA hay una
sobreproduccion de APy, pero al depositarse en el parénquima cerebral hay una disminucion en LCR.

Aun asi, este biomarcador no es especifico de la EA.*°

Tau total y fosfo-tau
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Tau y tau fosforilada (p-tau) son biomarcadores potenciales de EA en LCR. Numerosos
estudios han identificado tau total elevada en LCR, como caracteristica de la EA. Sin embargo, tau
total también puede encontrarse elevada en otras condiciones neurolégicas.

Tau es una proteina involucrada en el ensamblaje de los microtibulos mediante las
subunidades de tubulina, y estd ampliamente presente en el cerebro. Las acumulaciones
intracelulares anormales de tau constituyen la segunda marca patoldgica caracteristica de EA, en
adicion a las placas que contienen amiloide. Debido a que la EA es marcada por una fosforilacion
anormal de tau, p-tau puede ser méas especifica para la EA y permitir la discriminacion de EA de
otras condiciones con dafio neuronal que cursen con p-tau elevada. Mediciones de p-tau en estudios
recientes demuestran mejoria en la precision del diagndstico, y especialmente en la diferenciacion de
otras demencias.

Dado que la proteina tau puede estar fosforilada a distintos niveles, se ha estudiado si existen
diferencias entre el comportamiento como biomarcador de los niveles de tau total y de las formas de
tau fosforilada. Los estudios revelan que los niveles de estas formas fosforiladas son mas especificos
para la EA, y en concreto la determinacion de fosfo-tau treonina 231 distinguida entre pacientes con

EA y otras enfermedades neurolégicas.***

Combinaciones de A4, Yy fosfo-tau

La probada utilidad de A4,y proteina tau como biomarcadores ha llevado a su uso
combinado. Hoy en dia existen varios estudios en los cuales la ejecucion del diagndstico de la
combinacion de p-tau en LCR y A4, ha sido evaluada, y se ha obtenido una mejoria del diagnostico
comparado con el uso de cualquier método aislado. Las concentraciones de tau total, p-tau y A4z
parecen estar ya alteradas en los pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL), que posteriormente
evolucionaran a EA, por lo que se trata de una excelente herramienta de diagnostico para poder
identificar a los sujetos con DCL con mayor riesgo de evolucionar hacia la EA, es decir, de
diagnostico precoz. En la mayoria de los estudios, la sensibilidad y la especificidad para la
combinacion de estos dos biomarcadores han sido ligeramente elevadas, con relacion a tau total y
APazsolas.*?

% Técnicas de neuroimagen para el diagnostico de la EA

En la actualidad se pueden utilizar diversas técnicas de neuroimagen en el estudio del
paciente con deterioro cognitivo. Su utilidad e indicaciones varian en funcion de cada paciente, y a

menudo son complementarias:

-10 -
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Tomografia computerizada (TAC). En pacientes con EA esta técnica cobra interés a la hora
de descartar otras lesiones, tumores, infartos etc. que pueden presentarse con la demencia.
También tiene una buena resolucion para detectar lesiones vasculares, aunque menor que la
resonancia magnética (RM). Su valor en el diagnostico diferencial de las demencias
degenerativas es escaso, pero al ser mas economica, rapida y disponible que la RM se utiliza
mucho.

Resonancia Magnética. Se puede utilizar por las mismas razones que la TAC craneal, en
general con imégenes de mayor definicion anatdmica y con la posibilidad de aumentar la
especifidad en el diagnostico de diferentes causas de demencia. La resonancia magnética
nuclear es una de las técnicas mas utilizadas para el diagnostico de la EA y se basa en la
absorcién y emision de energia por determinados ndcleos atdmicos los cuales son sometidos
a un campo magnético de elevada intensidad.*®

SPECT (tomografia computerizada por emision de foton Unico). Desde la década de 1980,
numerosos estudios han demostrado una disminucion de la perfusion cerebral en la corteza
temporoparietal en la EA. Asimismo, esta técnica ha permitido diferenciar entre casos de
DCL que evolucionaron a demencia de los que no lo hicieron.”

Esta técnica, al igual que PET, con el uso de radioligandos apropiados especificos
para determinados elementos del espacio sinaptico, permiten la obtencion de imagenes y la
cuantificacion de sistemas de neurotransmision. No obstante, la resolucion del SPECT es
notablemente inferior a la de la PET, lo que ha primado la realizacion de trabajos con esta
Gltima técnica.”

PET (tomografia por emision de positrones)

PET cerebral con fluorodesoxiglucosa (FDG-PET): Esta técnica se basa en la
utilizacion de un radiofarmaco (2-flor-2-desoxi-D-glucosa). La FDG es un analogo de la
glucosa. PET con FDG proporciona informacion sobre el consumo cerebral, tanto global
como regional, de glucosa. EI consumo de glucosa es un parametro metabdlico, relacionado
con el funcionalismo cerebral. La PET esta considerada como el método in vivo mas exacto
para la investigacion del metabolismo del cerebro humano. La PET con FDG puede poner de
manifiesto aumentos o disminuciones del metabolismo cerebral en numerosas enfermedades
neurologicas. Los patrones de hipometabolismo son similares a las alteraciones de perfusion
en el SPECT, pero la técnica es mas sensible. Por ejemplo, la sensibilidad y especificidad
para distinguir enfermedad de Alzheimer de controles es del 86%.

Mas recientemente, se han llevado a cabo estudios con PET empleando radioligandos

que se acoplan directamente a las placas de f-amieloide, a la proteina tau o0 a ambos, que
-11 -
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permiten la visualizacion de estas proteinas andmalas in vivo o bien detectan la activacion de
la microglia. Una de estas sustancias es la denominada Pittsburgh Compound-B (PIB), un
derivado de tioflavina que parece ser altamente selectiva para las placas 3-amieloides a las
concentraciones empleadas en los estudios de neuroimagen. Ademas, los estudios también
han demostrado la presencia de captacion de PIB en un cierto nimero de controles sin
demencia, lo que confirma los hallazgos previos de presencia de patologia tipo Alzheimer en

sujetos sin afectacion cognitiva.

Figura 3. Estructura de Pittsburgh
Compound-B

Se han desarrollado varios agentes estructuralmente similares al PIB. Uno de ellos es el
denominado 18F-BAY94-9172, un derivado estilbeno que parece poseer propiedades similares al

PIB, pero con una vida media seis veces superior, lo que facilitaria su utilizacion clinica.

H
a,
! \ O AN Figura 4. Estructura de 18F-BAY94-9172

Por Gltimo, [11C] BF-227 es un derivado bensoxazol que se une a AP cerebral, pero con un
patron diferente al PIB. Segln un estudio realizado en humanos, las imagenes de PET mostraron que
la retencién de [11C] BF-227 era significativamente mayor en las regiones cerebrales que se sabia

que contenian placas AP en pacientes con AE, que en los sujetos control.

P
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Figura 6. Estructura de [11C] BF-227

De manera generalizada, las técnicas de neuroimagen mas utilizadas en este &mbito son la

Imagen por Resonancia Magnética y la Tomografia de Emision de Positrones.

Cada vez esta cobrando mayor importancia la Espectroscopia de Fluorescencia por tratarse
de una alternativa no invasiva para el diagnostico precoz de la EA, ya que permite la visualizacion de
biomoléculas in vivo, utilizando biosensores para ello. Es importante destacar que para su potencial
aplicacion in vivo, y crear imagenes de las placas 3-amieloide, las sondas fluorescentes tienen que
poseer caracteristicas apropiadas incluyendo la capacidad de emitir fluorescencia en la region NIR
(near-infrared). Trabajar en la region del NIR tiene las ventajas de la llamada “ventana biologica”

(entre 650 y 900 nm): la absorcidn de la luz por parte del agua, la autofluorescencia o la absorcion

-12 -
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por células y tejidos estdn minimizados. Esto incita al disefio de nuevos materiales fluorescentes que
puedan ser excitados y que emitan en la region roja del visible o en el NIR. Un biosensor ideal de
este tipo, ademas de absorber en el NIR, debe tener elevado coeficiente de absorcién molar, asi como
ser fotoestable y ser funcional para su empleo como marcadores o indicadores fluorescentes.
Ademas, estas sondas deben cumplir los siguientes requisitos™:

- Especificidad por las placas Ap

- Poder cambiar sus propiedades de fluorescencia una vez que se han unido a las fibrillas

- Afinidad de union elevada

- Rendimiento cuantico fluorescente elevado

- Desplazamiento de Stokes considerable

- Union a la albumina del suero humano minima

- Bajatoxicidad

Tras ello, se realizé un disefio de moléculas para la emision en la regién NIR.

Si se aplica una cantidad adecuada de energia a una molécula, los electrones pueden ser desplazados
desde un orbital molecular de baja energia a uno de mayor energia, ocupando orbitales vacios, dando
lugar a una transicién que corresponde a una banda de absorcion en el espectro. En el caso de los
compuestos fluorescentes, los electrones del estado excitado regresan al estado fundamental por
emision de fotones, siendo este Gltimo fendmeno conocido como fluorescencia, ya que los electrones
del estado excitado y fundamental estan emparejados (estado singlete). La diferencia minima de
energia que puede existir entre un orbital lleno y un orbital vacio es la que encontramos entre el
orbital molecular ocupado de mayor energia (HOMO) y orbital molecular vacio de menor energia
(LUMO), llamado intervalo HOMO-LUMO, que esta estrechamente correlacionado con la
absorcion y longitudes de onda de emision.

Como consecuencia de ello, las sondas NIR han sido disefiadas con el objetivo de reducir el
intervalo HOMO-LUMO de los colorantes amieloides existentes. Esto puede lograrse mediante una
conjugacion extendida de las moléculas, siendo asi los sistemas 7 conjugados bases ideales para la
construccién de sondas NIR y una manera eficaz de ajustar el nivel de intervalo de energia.

Una de las estrategias utilizadas para disminuir el intervalo HOMO-LUMO de un sistema 7
conjugado se basa en la presencia de grupos donadores de electrones (D) y grupos aceptores de
electrones (A) como grupos terminales en ambos lados de la molécula, obteniendo de tal manera una
molécula ~“push-pull™.

El grupo donador de electrones debe poseer un par solitario de electrones en un orbital 7,

siendo capaz de interactuar con los orbitales m-moleculares del sistema conjugado, aumentando la

-13 -
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energia de los orbitales HOMO. Por otro lado, la estabilidad de los orbitales de LUMO aumenta por
la interaccidn con los orbitales antienlazantes del grupo = que retira electrones (grupo aceptor).
Ambos efectos concomitantes conducen a la reduccion del intervalo HOMO-LUMO. Entre los
grupos donadores de electrones, el grupo dimetilamino es considerado como el mejor grupo donador,
mientras que los grupos formilo y ciano se consideran aceptores Optimos.

Otro factor que se debe tener en cuenta para la disminucion de dicho intervalo, es la
diferencia de longitud entre enlaces dobles y simples (BLA ‘bond length alternation’), lo que afecta
a la deslocalizacion de los electrones en la molécula. En un sistema conjugado, un enlace simple C-C
tiene caracter parcial de doble enlace debido a la superposicion de los orbitales 7, y por lo tanto su
longitud es ligeramente mas corta que un enlace simple estandar. Ademas, debido a este
solapamiento, aumenta la dificultad de la rotacion de la molecula y como consecuencia, la estructura
molecular tiende a adoptar una conformacion planar (los orbitales  Se superponen y se combinan
mejor si la molécula es plana). Conociendo esto, si el BLA es cercano a cero significa que hay un
gran solapamiento entre los orbitales = y consecuentemente el sistema esta altamente conjugado y los
electrones muy deslocalizados, llevando a una reduccion del intervalo HOMO-LUMO.

Otro componente a destacar de estas moléculas, son los anillos arométicos unidos por
cadenas de etileno. Con esto se conseguia una disminucion en la distancia entre niveles y ampliacion
de la longitud de onda absorbida, de tal manera que las bandas en el espectro se desplazaban hacia el
rojo (region NIR).

Ademas, al unirse a los agregados BA, las sondas NIR suelen mostrar cambios en sus
méaximos de emision y un desplazamiento en su maximo de absorcion.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, diferentes factores influyen en la transicion 7*- ,
disminuyendo el intervalo energético entre HOMO y LUMO, incluyendo la extension del sistema
conjugado, la introduccidn de grupos dadores y aceptores de electrones como grupos terminales, la
alternancia de la longitud del enlace y el grado de planaridad.

Considerando todos estos factores, se disefiaron una serie de biosensores con capacidad de

emitir fluorescencia en la region NIR, algunos de ellos se presentan a continuacion:

1. NIAD-4 y compuestos derivados
NIAD-4 fue la primera sonda NIR usada in vivo en ratones transgénicos para la obtencion de
imagenes de placas AP.
La molécula disefiada presenta la clasica estructura del modelo ‘push-pull’, siendo el grupo
donador p-hidroxilfenil y el grupo aceptor dicianometileno, ambos conectados por un sistema

aromatico n-conjugado, consiguiendo asi una molécula altamente polarizada.
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Una vez disefiada la molécula, se hicieron pruebas in vitro, in vivo y ex vivo, obteniendo
buenos resultado de union a las placas A, ya que se unia con elevada especificidad a éstas.
El principal problema que presentd NIAD-4 fue que la emision en la region NIR era débil, por lo que
habria que utilizar un método invasivo para el diagndstico de la EA.

Con el objetivo de mejorar las propiedades dpticas de la sonda NIAD-4, se disefiaron dos
nuevas moléculas a partir de ella: NIAD-11 y NIAD-16.

NIAD-11 tiene un grupo hidroxilo adicional en el grupo fenilo, para reforzar el efecto
donador, y en lugar de un grupo tiofeno, encontramos un grupo benzotienilo.

NIAD-16 se obtuvo reemplazando el grupo terminal hidroxilo de NIAD-4, por un grupo

dimetilamino, aumentando los resultados de longitud de onda de méaxima emision.

HO

| /4 | N s. A N\ /~en
4 s = N/
CN
Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3

Figura 7. Compuesto 1: NIAD-4, Compuesto 2: NIAD-11, Compuesto 3: NIAD-16

2. Metoxi-X04 y politiofenos

Metoxi-X04 fue disefiado con el objetivo de mejorar algunos pardmetros como fueron: un
menor peso molecular, mayor caracter lipofilo y ausencia de carga para proporcionar una
permeabilidad cerebral mucho mayor. Metoxi-04, presento selectividad de union por placas AB en
estudios in vitro. En estudios ex vivo (post mortem), se comprobd que este biosensor poseia la
capacidad de distinguir los agregados p-amieloides con elevada resolucion.

PTAA (politiofeno), fue otra molécula estudiada en este &mbito, con una estructura
completamente diferente a las vistas hasta el momento. Se comprob6 que la emision en el espectro
de este compuesto varia en funcién de la conformacion que adopten las proteinas, pudiendo de tal

manera, diferenciar las placas 3-amieloides del resto de tejido cerebral.

i
/ Figura 8. Estructuras moleculares
Compuesto 1: Metoxi-X04
T g” 1 Compuesto 2: PTAA
Compuesto 1 Compuesto 2
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3. Dipirrolometanoborotanos (BODIPY)

La primera molécula que se obtuvo de este tipo fue BODIPY7, combinando el fragmento de
dipirrolometanoboronato con otro de NIAD-4, pero ésta no dio buenos resultados en estudios in vivo
en ratones trangénicos, por lo que se hicieron una serie de modificaciones basandose en la clésica
estructura ‘push-pull’ (el grupo aceptor lo constituia BODIPY y el grupo donador un dimetilamino),
que dieron lugar a una segunda molécula, BAP-1. Esta tampoco cumpli6 los requisitos para su uso in
vivo, lo que llevo a realizar nuevas modificaciones en esta Gltima molécula, con la finalidad de
aumentar la resolucion de las imagenes de placas A, obteniendo una tercera, BAP-2. Se reemplazo
el grupo fenilo por un grupo tiofenilo. Esta molécula parecid resultar idénea para el diagnostico in
Vvivo, ya que se absorbia y eliminaba adecuadamente del cerebro, pero tras la realizacion de pruebas
in vivo, se penso que este compuesto podria quedar retenido en el pericraneo y no lograr unirse a las

placas f-amieloides.

Figura 9. Estructura \ N BAP-2 (X = S)
de BODIPY 7 ol

4. AOI-987
Esta molécula permitio la visualizacion de placas AP in vivo mediante métodos no invasivos,
lo cual fue demostrado tras la realizacion de estudios in vivo con ratones transgénicos. Se trata de un
derivado de oxacina, de bajo peso molecular y elevada liposolubilidad. Gracias a su estructura
conjugada, da lugar a longitudes de absorcion y emisién dentro de la region NIR. A pesar de ello,
tenia menos afinidad por las fibras Ap que las moléculas NIAD-4 y derivados de BODIPY, ademas

de poseer baja intensidad de fluorescencia.

f]::]i;‘[‘::[ = = Figura 10. Estructura AOI-987

5. CRANAD-2y CRANAD-58
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La curcumina, colorante natural procedente de la Curcuma, demostré en estudios in vitro
cualidades interesantes, como una disminucién de los
agregados B-amieloides o de dafios oxidativos, pero a su vez,
mostré muchos inconvenientes a las dosis requeridas, por lo
que se sintetizé una nueva molécula tomando como base su

estructura quimica, ésta fue CRANAD-2. Este compuesto esta

formado por dos restos de curcumina (cambiando el grupo

hidroxil fenilo por un grupo dimetilamino) conectados por Figura 11. Estructura de CRANAD-2

un anillo de boronato, lo que permite la transicion del par de electrones desapareados del oxigeno
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central al orbital vacio del boro, consiguiendo asi una disminucion del intervalo HOMO-LUMO.

Tras la realizacion de estudios in vitro, in vivo y ex vivo (examen histologico), CRANAD-2
cumplia la mayoria de los requisitos necesarios como sonda NIR, demostré una buena penetracién en
el cerebro, union especifica a las placa A pudiendo obtener iméagenes in vivo. El inconveniente que
presento fue que para la obtencién de imagenes, se utilizd la fluorescencia de reflectancia de
imagenes como técnica NIR, teniendo ésta una baja resolucion y bajo poder de penetracion en el

cerebro. La union de CRANAD-2 a las fibras A result6 ser mediante la interaccion de sus grupos

acia no se hace responsable de la in

fendlicos con sustituyente N,N-dimetilamino, a un segmento hidrfébico y a otro hidrofilico que

presentaban las fibras. Se observé que la unién de uno de los grupos con el segmento hidrofébico era
débil, por lo que se reemplazo dicho grupo por un anillo de piridina hidrofilico, reforzando dicha
unién. Este nuevo compuesto fue CRANAD-58. Esta molécula se considero adecuada para la
obtencion de imagenes NIR vy la deteccion de especies solubles de AP, lo que podria ayudar a
monitorizar la enfermedad desde sus inicios. Sin embargo, los microscopios de fluorescencia
existentes hasta el momento, no tienen la resolucion necesaria para visualizar in vivo y ex vivo la
morfologia de dichas especies solubles, lo que hace imposible validar la union de CRANAD-58 a los

péptidos AP solubles.
F_F
xj::?k/ =
H3C‘N’©/\ A@*T‘H% Figura 12. Estructura de CRANAD-58
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6. THK-265
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Este compuesto conjugado esta formado por dos acidos tiobarbituricos, unidos por una

cadena de pentadieno. Fue descubierto por screening virtual, y

present6 buenas cualidades como sonda NIR debido a su correcta HI‘-;WM—
“.‘ﬁl‘“hhﬁ— .':':AHI‘-.'J?‘\"‘F.
H H

longitud de onda de emision.

Su afinidad por las placas AP era mayor que la de AOI-987, | Figura 13. Estructura de THK-265

ademas su absorcion a través del tejido cerebral era buena. Estudios

in vivo realizados en ratones transgénicos demostraron que THK-265 atravesaba la barrera
hematoencefalica y que en el cerebro se unia selectivamente a las placas AP tras su administracion
intravenosa. Lo mas importante fue que la intensidad de fluorescencia de THK-265 se correlaciond
bien con la carga de la placa AP, lo que indica su potencial para monitorizar la progresion de la
agregacion de AP en la EA. El problema es la elevada sensibilidad necesaria para la monitorizacion

de dichos depdsitos a tiempo real.

7. DANIRs

Utilizando la clésica estructura ‘push-pull’, se sintetizaron unas nuevas sondas llamadas
DANIRs. El donador de la molécula lo constituye un grupo dimetilamino, mientras que el aceptor es
un grupo dicianometileno, unidos por una cadena de polimetina y se comprob6 que al aumentar el
nimero de enlaces dobles conjugados, aumentaba la afinidad por el BA.

Se realizaron estudios in vitro con muestras de pacientes con EA, dando lugar a una buena
estabilidad en el suero humano, baja toxicidad, ademas de un aumento en la fluorescencia a mayor
union con las placas BA.

En estudios realizados in vivo con ratones transgénicos, éstas presentaron una buena
absorcion a través de la barrera hematoencefalica, y una excelente afinidad por los agregados Ap,
ademas de una velocidad de lavado rapida de la sonda no unida. También tiene propiedades dpticas
favorables (longitud de onda de emisién a 665 nm), por lo que cumple con la mayoria de los

requisitos como una sonda Optima para la formacion de imagenes in vivo de placas Ap.

_CN @
@/ s
8 CN CN
i B

Aex = 452 nm, hox = 539 nm, 2
hem = 487 nm hem =577 nm

hex = 597 nm, Agy, = 665 Nm

Figura 14. Estructura DANIRs
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% Agentes teragndsticos

En los Gltimos afos se ha estado investigando sobre un nuevo concepto de molécula que
podria ser de gran utilidad en casos de EA. Se trata de moléculas que actien como sondas
fluorescentes, es decir, como biosensores con capacidad de detectar las placas BA, unirse a ellas con
elevada especificidad, y que a su vez presenten propiedades terapéuticas, inhibiendo la agregacion de
este péptido evitando asi un aumento en el depdsito extracelular de BA. Este nuevo tipo de
compuesto se conoce como teragndstico, como su propio nombre indica, unificando ambas
cualidades (diagndstico y terapéutico).

Entre los ultimos avances en este campo de la ciencia hay que resaltar el descubrimiento de
que derivados de estirilquinolinas podrian ser usados en la EA, cumpliendo los fines anteriores ya
que han demostrado en estudios in vitro la inhibicion de la agregacion BA.

Para validar el uso de estas moléculas como sondas NIR con afinidad por las placas BA, se
estudio la fluorescencia que producian en medios polares y apolares, para estudiar la forma con la
que interaccionaban con proteinas.

La molécula en estado solido, dio lugar a un espectro fluorescente con un maximo de emision

dentro de la region NIR, ademas, demostrod tener afinidad por las HsC ~
placas BA. Sy | _ X
Con los resultados obtenidos hasta el momento, esta | e

molécula podria ser una buena opcion para su aplicacion in vivo.* )
P P P P Figura 15. Estructura de un

derivado de estirilquinolina.

CONCLUSIONES

La enfermedad del Alzheimer tiene una elevada prevalencia a nivel mundial, siendo una
enfermedad fulminante debido a la progresiva disminucion de la funcion cognitiva que va
produciendo. Los farmacos existentes para tratar esta enfermedad no detienen la pérdida neuronal.
Por lo tanto, el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas con capacidad de actuar sobre nuevas
dianas clave en la EA, como por ejemplo, enzimas proteoliticas que aumentan la produccion del
péptido AP, podrian llegar a ser un avance importante para frenar el deterioro neuronal.

Los farmacos utilizados a dia de hoy para tratar la EA, Gnicamente aminoran la
sintomatologia especialmente en etapas tempranas, pero los inhibidores de acetilcolinesterasa
pierden su efecto a medida que progresa la enfermedad por disminucion en la produccion de
acetilcolina del cerebro. Por otra parte, la memantina, utilizada para regular los niveles de glutamato,
disminuyen la muerte neuronal, pero éste solo puede retrasar el progreso de la misma, no frenarla por

completo.
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Para los dos puntos anteriores, seria crucial el diagnéstico precoz de la EA. Por ello se ha
hecho una revision en este trabajo tanto de biomarcadores como de biosensores.

Respecto a los biomarcadores en el LCR, se ha demostrado que la combinacion de los
marcadores Af4, y p-tau para el diagnostico de la EA, han resultado tener una mayor sensibilidad y
especificidad que ambos por separado. El problema que surge es que para la obtencion de una
muestra de LCR, hay que realizar una puncién lumbar al paciente, siendo ésta una técnica invasiva
de diagndstico. Por ello, cada vez estdn cobrando mayor importancia las técnicas de neuroimagen,
resaltando en este campo el uso del PET mediante la utilizacion de radioligandos. Estos Gltimos
pueden mostrar en metabolismo cerebral, que se encuentra afectado en la EA, mediante el uso de 2-
flior-2-desoxi-D-glucosa, o bien, se estan estudiando otros radioligandos que presenten union
especifica a las placas BA.

La técnica de neuroimagen que esta mas en auge, es la Espectroscopia de Fluorescencia, por
ser una técnica no invasiva de diagnostico precoz de la EA, ya que los biosensores utilizados son de
administracion intravenosa. Entre los revisados en este trabajo, los que parecen ser mas
prometedores para la obtencion de imagenes de placas AP in vivo son los DANIRS, por mostrar las
cualidades requeridas para ello, ademas de dar buenos resultados en los estudios realizados hasta el
momento. Ninguno de los biosensores ha sido probado en humanos, por lo que aun estan en estudio.

Por ultimo, los agentes teragndsticos podrian llegar a ser un método clave tanto de
diagndstico como de remision de la enfermedad, pero al ser reciente su descubrimiento no hay

muchos estudios que lo confirmen.
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