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0. Resumen

La enfermedad de Alzhéimer es un trastorno neurodegenerativo que
supone la principal causa de demencia en la poblacion anciana de paises
desarrollados. Actualmente solo existen dos grupos de farmacos para su
tratamiento, los antagonistas NMDA o los inhibidores de la acetilcolinesterasa
que retrasan la aparicion de los sintomas méas graves de la enfermedad.
Debido a que el mecanismo patolégico mediante el cual se desarrolla el
Alzhéimer no se conoce totalmente y afecta a diversas vias, en los ultimos
afos se han estudiado diferentes dianas mediante las cuales se podria detener
el progreso de la enfermedad y poder esclarecer su origen. En este trabajo se
exponen los estudios sobre las nuevas dianas farmacoldgicas descubiertas
para el tratamiento del Alzhéimer que han demostrado cierta eficacia en los

estudios realizados hasta la fecha.



1. Introduccion

1.1. Situacion actual

La demencia es la principal causa de discapacidad y dependencia entre las
personas mayores de 65 afios. Se puede manifestar como enfermedad de
Alzheimer, demencia vascular, demencia por cuerpos de Lewys 0 como
demencia frontotemporal. La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun
de demencia representando entre el 60%-70% de los casos de esta
enfermedad”.

En Europa la enfermedad de Alzheimer presenta una prevalencia del 4,4%
en personas mayores de 65 afios. Debido al rapido crecimiento de la poblacion
anciana, segun las predicciones, en 2050 el numero de enfermos ascendera a
16 millones. Asimismo, se prevé un aumento del 87% de nuevos casos entre
los afios 2010 y 2050. Un metaanalisis en el que se compararon diferentes
estudios sobre la prevalencia de la enfermedad en diferentes rangos de edad
en diversos paises de Europa dio como resultado que la prevalencia de la
enfermedad en mujeres es mayor que en hombres, siendo la prevalencia en

mujeres de un 7.13% y un 3.31% en hombres?.

Estudio Rango (Casos de Hombres Mujeres 65-74 75-84 =85 =79 =80
edad EA (n) anos anos anos anos anos
Manubens et al. 70-91 119 (1.019) 41 (562) 78 (565) 1 (146) 52 (613) 66 (368) 24 (457) 95 (670)
Ott et al. 55-106 339 (7.528) 76 (2.939) 263 (4.589) 24 (2.563) 121 (1.643) 190 (709)
Prencipe et al. > 64 50 (968) 21 (418) 27 (550) 7 (544) 32(359) 11(65)
Ferini-Strambi etal.  >59 27 (673) 7 (254) 20 (419) 11 (573) 16 (100)
Obadia et al. =70 82 (1.068) 16 (432) 66 (636) 28 (679) 54 (389)
Salamon et al. =65 128 (4.123)
Tsolaki et al. =70 20 (365) 4 (159) 16 (206) 2 (118) 12 (206) 6 (41) 10 (230) 10(135)
Tola-Arribas et al. =65 143 (2.170) 26 (933) 17(1237) 10 (1024) 63 (813) 70 (333) 37(1473) 106 (697)
Metaanalisis 5,05% 3,31% 7,13% 0,97% 7,66% 22,53% 3,18% 14,04%
(4,73-5,39) (2,85-3,80) (6,56-7,72) (0,70-1,28) (6,79-8,59) (20,20- (2,61-3,81) (12,44
24,08) 15,73)

Tabla 1 Datos poblacionales de la enfermedad de Alzhéimer en Europa (2017).”

1.2. Etiopatogenia

Desde el descubrimiento de la enfermedad de Alzheimer en 1907 hasta la
actualidad se han propuesto varias hipotesis sobre su origen y desarrollo, como
la hipotesis colinérgica, la hipétesis inflamatoria o la hipétesis B-amiloide entre

otras. Sin embargo, ninguna explica todos los cambios fisiol6gicos de esta



enfermedad. Actualmente la hipotesis mas aceptada es la hipétesis de la
cascada amiloide.

La proteina amiloide precursora (APP) es metabolizada por las neuronas,
en condiciones normales, por las enzimas ao-secretasa Yy Yy-secretasa
produciendo metabolitos no téxicos. En condiciones patologicas es
metabolizada por las enzimas B-secretasa y y-secretasa dando lugar a
metabolitos péptidos B-amiloides que, espontdneamente, se unen formando
oligbmeros solubles (AB4o Y AB42), Y estos a su vez forman fibrillas insolubles en
conformacion de lamina beta que se depositaran formando placas seniles
(figura 1)°.
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Figura 1 Sintesis de AB42 por accion de la B-secretasa.’

Cuando se forman los oligdmeros B-amiloide 42 (AB42) en las neuronas se
produce la activacion de la microglia. Como consecuencia de esta activacion
los astrocitos producen citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), la interleucina 1-B (IL-1B) o el interferébn y (IFN-y) IL-1(,
TNF-a y IFN-y. Estas citoquinas estimulan a las neuronas y astrocitos
cercanos a producir mas oligdémeros AB4, aumentando asi su concentracion y
dispersién. Este aumento de oligdbmeros causa la destruccién de sinapsis,
dafios cerebrovasculares y la hiperfosforilacion de la proteina tau. La

hiperfosforilacion de esta proteina es la causante de la desestabilizacion de los



microtubulos de las neuronas y su consecuente formacion de los ovillos
neurofibrilares, que junto con los oligomeros causan neurotoxicidad causando
asi la perdida cognitiva caracteristica de la enfermedad de Alzheimer®. Este
tipo de difusidén “contagiosa” se pudo observar experimentalmente cuando al
introducir células productoras de B-amiloide en cerebros de ratas sanas las
neuronas de estas comenzaron a producir también este compuesto®.

En enfermos con Alzheimer se ha observado un aumento de la
concentracion del neurotransmisor oxido nitrico (NO) que se asocia con la
disminucién de la degradacion de péptidos B-amiloides, ya que el NO reduce la
funcion enzimatica de la enzima degradante de insulina (IDE), enzima que
degrada los oligémeros B-amiloides®.

Como consecuencia del aumento de concentracion de oligbmeros J-
amiloides se induce la liberacion del neurotransmisor excitatorio glutamato al
espacio sindptico donde se unira a los receptores extrasinapticos de acido N-
metil-D-aspartico (NMDA) de los astrocitos. Estos a su vez produciran la
liberacién de Ca®*" que producird una cascada de eventos en el resto de
neuronas que desembocan en la destruccion de las espinas dendriticas y la
sinapsis.

Esta cascada de reacciones provoca alteraciones neuropsicolégicas como
la pérdida de memoria, afasia, apraxia y agnosia. También es causante de
otros sintomas como la alteracion del estado de animo y de la conducta,
pudiendo llegar a producirse comportamientos violentos, dificultades para
orientarse, y en fases avanzadas se puede ver afectada la musculatura y la

movilidad.

1.3. Abordaje farmacolégico

La enfermedad se divide en tres fases o estadios leve, moderado o
avanzado segln la sintomatologia y progresion de la enfermedad ‘. Debido a
gue no se conoce de manera exacta el origen de la enfermedad solo se pueden
tratar los sintomas de esta. Actualmente solamente hay dos grupos de

farmacos aprobados para su tratamiento, los farmacos inhibidores de la



acetilcolinesterasa (IACE) y antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA).

El déficit colinérgico es uno de los efectos del dafio neuronal producido en
esta patologia, y dado que el sistema colinérgico es el principal mediador en el
hipocampo y en la corteza cerebral, las zonas del cerebro encargadas de la
memoria y aprendizaje, este déficit colinérgico es una de los causantes de los
sintomas caracteristicos del alzhéimer. Los IACE aumentan el tiempo que la
acetilcolina actua sobre los receptores colinérgicos (nicotinicos y muscarinicos)
al inhibir las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa encargadas de
degradar dicho neurotransmisor. Se ha demostrado que estos farmacos
mejoran el estatus cognitivo, la disfuncion y los sintomas conductuales,
principalmente la agitacion, la apatia y la psicosis.®

Dentro de este grupo, sélo estan aprobados 3 farmacos para el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer: donepezilo, rivastigmina y galantamina, con
algunas diferencias entre ellos. El donepezilo es un inhibidor de la
acetilcolinesterasa de naturaleza piperidinica que se caracteriza por inhibir la
acetilcolinesterasa de manera reversible y no competitiva. Presenta una mayor
afinidad por esta que por la butirilcolinesterasa. Ademas, presenta mayor
afinidad por la acetilcolinesterasa cerebral que por la periférica, siendo la
inhibicion de esta Ultima la responsable de la aparicion de la mayor parte de
sus efectos secundarios. Los efectos del donepezilo empiezan a observarse a
partir de la tercera semana de tratamiento. Pero se ha observado que al retirar
el tratamiento con este farmaco el paciente vuelve al estado inicial sin
presentar ninguna mejoria.

La rivastigmina esta indicada también en Alzheimer leve a moderado. Es un
inhibidor pseudoreversible de la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, que
presenta accion selectiva en el hipocampo y el cortex. Presenta mayor
actividad inhibitoria en el sistema nervioso central que el periférico.

La galantamina es el Unico farmaco de este tipo indicado para el Alzheimer
severo. Es un inhibidor selectivo, reversible y competitivo de la
acetilcolinesterasa. Ademas mejora la actividad de la acetilcolina sobre los

receptores nicotinicos mediante regulacién alostérica sobre estos receptores.’



La eficacia de los IACE es similar pero producen una meseta en sus efectos
alos 6-12 meses de tratamiento.'®

El otro grupo de farmacos lo constituyen los antagonistas del receptor
NMDA que actian modulando la actividad glutamatérgica implicada en los
procesos de aprendizaje y memoria. Ademas, protege de la neurotoxidad
producida por el aumento de la actividad glutamatérgica. La memantina es un
antagonista del receptor NMDA no competitivo con afinidad moderada y
dependiente de voltaje. Este farmaco modula los efectos patologicos que
provoca la alta concentracion de glutamato que puede desembocar en la
disfuncién neuronal. La memantina reduce asi la excitotoxicidad inducida por
los receptores NMDA, pero permite la activacion de los receptores para su
actividad fisiolégica normal.**

Dado que no existe tratamiento farmacolégico que detenga o trate
directamente el origen de la enfermedad vy, los datos epidemioldgicos prevén
un aumento de su prevalencia en los proximos afios, se hace necesario
estudiar nuevas dianas farmacologicas que puedan mejor el prondéstico de esta
enfermedad. Actualmente la investigacion se ha centrado, entre otras, en
dianas relacionadas con la inhibicién de diversos procesos que afectan a la
formacion y concentracion de (-amiloide, como por ejemplo aumentando su
aclaramiento o disminuyendo su transporte. En este trabajo fin de Grado se

recogen los principales resultados hallados al respecto.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo de este trabajo es realizar una busqueda bibliografica sobre
nuevas dianas en el tratamiento de la enfermedad de Alzhéimer que actien
sobre el origen de la enfermedad o frenen su avance ya que el arsenal
terapéutico actual para afrontar esta enfermedad presenta reducida eficacia.

2.2 Objetivos secundarios

1. Realizar una revision bibliografica sobre las principales dianas que afectan
directamente a la formacidon de B-amiloides como seria la inhibicion de la -
secretasa, la inhibicién de la formacidén de oligobmeros, actuando directamente
en el proceso de agregacion o promoviendo la eliminaciéon de AB42, impidiendo
que los B-amiloide se plieguen en su conformacién secundaria o inhibiendo la
fosforilacién de la proteina tau.

2. Realizar una revision bibliografica sobre otras dianas que previenen de la
toxicidad producida por los B-amiloide como seria la inhibicibn de las

fosfodiesterasa o la estabilizacion de los microtubulos.



3. Materiales y métodos

Para el desarrollo este trabajo se ha llevado a cabo una revision
bibliografica para la que se han utilizado la base de datos como Medline, gogle
academic o Scielo.

Se efectu6 una busqueda sencilla usando palabras claves, el uso de
descriptores MeSH y el uso de modificadores de busqueda AND y OR para
recoger y condensar la informacion necesaria para realizar el trabajo. Las
palabras clave utilizadas fueron las siguientes: “Alzheimer disease”, “dementia”,
“therapy” y “Amyloid beta-peptides”.

Se incluyeron en la busqueda aquellos articulos que trataran tanto sobre
nuevos farmacos sintetizados para su uso contra el Alzhéimer como farmacos
ya comercializados que estan siendo estudiados para su uso en el Alzhéimer.
También se incluyeron aquellos que estuvieran realizados en humanos y
animales. Se excluyeron todos aquellos articulos que trataran sobre la
fisiopatologia de la enfermedad o de la farmacologia usada actualmente, asi

como los articulos publicados antes del afio 2004.

Extraccion de datos

Busqueda en bases
de datos:
_ S 54 articulos potencialmente
Medline: 52 elegibles
Scielo: 2
39 articulos

descartados por
criterios de exclusion

11 articulos seleccionados
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4. Resultados

A continuacion, se desarrollan los principales resultados de la basqueda
anteriormente descrita donde se explican los mecanismos mediantes los cuales
se actla sobre las mencionadas posibles nuevas dianas, que efectos tendria

actuar sobre ellas y posibles farmacos que pueden afectar a estas.

4.1. Inhibidores de enzimas secretasa.

Debido a la gran importancia de las secretasas en la formacion de B-
amiloide se ha investigado su uso como diana. Se ha estudiado la inhibicion de
B y y-secretasas pero esta Ultima se ha descartado debido a que también tiene
un papel en la regulacion de la homeostasis celular, por lo que su inhibicién
causa toxicidad. Debido a la similitud de es secretasa con otras enzimas como
la renina es un problema a la hora de encontrar farmacos selectivos de esta
enzima. Se ha observado que el farmaco OM99-2, aun en estudios preclinicos,

presenta resultados positivos frente a la inhibicién de esta proteasa.?

4.2. Inhibidores de la agregaciéon amiloide.

Otra diana estudiada es la agregacion de los oligobmeros solubles de B-
amiloide en fibrillas insolubles reduciendo asi la formacion de placas seniles.
Actualmente hay un farmaco, el tramiprosato, en ensayos clinicos de fase III.*3
Estos ensayos se realizaron a un grupo de 790 pacientes diagnosticados de
alzhéimer que llevaban en tratamiento con inhibidores de colinesterasa y
memantina durante un mes o mas antes de comenzar el ensayo. A estos
pacientes se les administré de forma aleatoria y mediante doble ciego dosis de
100 mg y 150 mg de tramiprosato por via oral y placebo dos veces al dia
durante 78 semanas. Este farmaco se une a los 3-amiloide solubles evitando
Su agregacion.

In vitro el farmaco presenta efectos neuroprotectores frente a la
neurotoxicidad producida por los B-amiloide a corto plazo y largo plazo, debido
a la activacion de los receptores GABA, contrarrestando asi los efectos de la
activacion de los receptores de NMDA. Por otra parte, en los ensayos
comentados anteriormente se ha observado una disminucion de los niveles de

oligbmeros AB4, en el liquido cefalorraquideo.*
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4.3. Aumento del aclaramiento de amiloide.

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto el importante papel que
desempefian diversas proteasas en el aclaramiento y degradacion de [-
amiloide en el sistema nervioso central como la enzima degradante de insulina
(IDE), plasmina o la neprilisina, aunque no se conoce el mecanismo mediante
el cual se produce este proceso.*

Cabe destacar el papel de la plasmina ya que se encuentra en todo el
sistema nervioso central presentando una mayor expresion en las neuronas.
La plasmina se genera a partir del plasminbgeno mediante la accion del
activador tisular del plasminégeno (t-PA) (Figura 2). Esta enzima es activada

por los oligdbmeros AB4o Y AB42 Ya que se ha demostrado que son sustratos de

esta.’®
A B C
Normal Alzheimer Inhibidor PAI-1
AB, A8,
/ ‘\ ‘\ PAZ-417
——
tPA —PAK A= PA|-1 P|[tPA—PaAL1 P
\"' Pign \‘ Pign A \* F"Ign"f

Figura 2 Sintesis de la plasmina. Plgn: Plasminégeno; P: Plasmina. *°

Esto deberia producir un aumento de la sintesis de plasmina pero en los
pacientes con enfermedad de Alzhéimer se observa una baja actividad de esta
tanto en el cerebro como en el suero. Este hecho sugiere que la cascada de
activacion del t-PA esta inhibida en la enfermedad de Alzheimer. Existe un
inhibidor de esta cascada, el inhibidor del activador de plasminodgeno tipo 1
(PAI-1) que se une irreversiblemente a la t-Pa inhibiendo asi la formacion de
plasmina. Esta proteina se encuentra en niveles elevados cerca de los
depdsitos amiloides del cerebro, tal y como se ha observado en cerebros de
ratones ancianos y en ratones transgénicos Tg2576, ratones modificados

genéticamente para acumular elevados niveles de B-amiloide. La plasmina
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también se ha encontrado en concentraciones elevadas en el plasma y en el
cerebro de pacientes con Alzhéimer.

Actualmente se esta desarrollando un farmaco inhibidor de la PAI-1 en fase
II, el PAZ-417, que ha demostrado ser un potente inhibidor de PAI-1
aumentando la formacion de plasmina, y como se ha observado en modelos
ratones Tg2576 este farmaco reduce los niveles de [(-amiloide tanto en el
cerebro como en el plasma ademas de revertir el déficit cognitivo.*®

Para ello se administré a una poblacion de ratones Tg2576 diferentes dosis
de PAZ-417 (3, 10, 30 y 100 mg/kg) y a las 6 horas se medi6 la concentracién

B-amiloide en plasma dando los resultados mostrados en la Figura 3.

e *
& 30 *

D =4

[ |
‘:l.zﬂ
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= th B 0
1 1 1 1

0 3 10 30 100
PAZ-417 (mg'ml)

Figura 3 Reduccién de la concentracion de AB a
distintas dosis de PAZ-417."
A partir de estos datos se demostrd que la dosis minima efectiva es la de
10 mg/kg que redujo los niveles de AB en un 25%. Las dosis de 30 y 100 mg/kg
dieron resultados comparables a la de 10 mg/kg. Pero la dosis de 3 mg/kg se
desestimé ya que no presentaba diferencias significativas respecto a los
resultados de los ratones no tratados. Esto demuestra que el PAZ-417 es
capaz de aumentar el aclaramiento de AB de las neuronas lo que se podria

traducir en una disminucién de su toxicidad °.

4.4. Inhibidores de fosfodiesterasa.
Los oligdbmeros de B-amiloide modifican diferentes procesos intracelulares
gue finalmente producen toxicidad celular, por lo que es interesante el estudio

de farmacos que puedan interrumpir estas vias. Una de estas vias es la via
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AMPCc/PKA/CREB (AMPc/ proteina kinasa cAMP dependiente/ elemento de
respuesta a AMPc) cuya inhibicién produce una deficiencia de la potenciacion a
largo plazo (LTP, de sus siglas en inglés long term potentation), uno de los
principales mecanismos que subyacen a la plasticidad sinaptica y, por lo tanto,
al aprendizaje y la memoria. El rolipram, farmaco inhibidor de la
fosfodiesterasa tipo 4, ha demostrado ser capaz de restaurar la via
cAMP/PKA/CREB al aumentar los niveles de cAMP.

Para demostrar la efectividad del rolipram se realiz6 un ensayo en ratones
transgénicos APP/PS1 modelo animal de los depédsitos amiloides que
reproducen los sintomas de los pacientes con Alzhéimer. Estos ratones estan
modificados genéticamente para formar APP y tienen inhibida la neprilisina,
enzima encargada de la degradacion de angotensina Il. En el estudio de
cultivos del hipocampo de estos ratones se observd que el rolipram
contrarresta los efectos inhibitorios de -amiloide sobre la plasticidad sinaptica,
ademas de retrasar significativamente el deterioro cognitivo producido por los
B-amiloide. También se observd que el rolipram no solo aumenta la
concentracion de AMPc sino que ademas es capaz de revertir la inhibicion de
PKA y CREB.Y

Ademas, se ha observado que la inhibicion de la fosfodiesterasa tipo 5
(PDED5) tiene efecto en la plasticidad sinaptica y en la memoria. Para ello se
llevé a cabo un ensayo con sildenafilo en ratones APP/PS1, farmaco inhibidor
de PDE5 empleado para el tratamiento de la disfuncion eréctil en humanos. Se
observé que el sildenafilo restablece la fosforilacion de CREB inhibida por los
B-amiloide contrarrestando asi los efectos negativos en la plasticidad y la
memoria producidos por la acumulacion de B-amiloide. También se observo
gue reduce los niveles de 3-amiloide dentro de las células, reforzando la teoria
de que el CREB regula la transcripcion de genes que controlan la formacion y

degradacién de B-amiloide.®

4.5. Farmacos estabilizadores de microtubulos.
Otra diana interesante para el tratamiento de la enfermedad de Alzhéimer
es la proteina tau. Esta proteina es expresada en el cerebro durante la edad

adulta y en condiciones normales es la encargada de mantener y estabilizar la
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red de microtubulos esencial para el transporte axonal, pero cuando la
actividad de la proteina tau se ve modificada esta puede causar diversas
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzhéimer donde se
observan inclusiones de tau en forma de ovillos neurofibrilares como
consecuencia de la hiperfosforilacion de la proteina tau. Los taxanos se unen
de forma reversible a la subunidad 3 de los microtubulos favoreciendo la
polimerizacion de microtubulos estables, esto podria contrarrestar la perdida de
funcién de la proteina en la enfermedad de Alzhéimer. Debido a esto se ha
estudiado el posible efecto que podria tener el paclitaxel en el tratamiento del
Alzhéimer.

Para ello se emplearon ratones modificados genéticamente para que
sobreexpresaran una isoforma de la proteina tau, modelo animal de
enfermedades neurodegenerativas. Como control se usaron ratones no
modificados genéticamente de la misma camada. Se trataron ratones
transgénicos con dosis diferentes de paclitaxel (10 mg/m? y 25 mg/m?)
semanalmente por via intraperitoneal durante 12 meses y se compararon con
ratones transgénicos sin tratar y ratones sanos de la misma camada sin la
modificacion genética, evaluandose diversos factores como el transporte
axonal rapido, el nimero de microtubulos, los niveles de tau o la funcién
motora.

Se observé que los ratones tratados presentaban un transporte axonal
mejorado frente a los ratones transgénicos sin tratar. En cuanto al numero de
microtubulos (MT), los ratones tratados presentaban mayor concentracion de
MT frente a los ratones sanos y presentaban una funcién motora igual a los
ratones sanos. Sin embargo, los niveles de tau no se vieron modificados en los
ratones tratados frente a los ratones sin tratar. Esto sugiere que el paclitaxel
protege frente a diferentes problemas originados por la enfermedad de
Alzhéimer, sin afectar a los niveles de tau.

Esto supone el posible descubrimiento de una nueva diana farmacolégica
para contrarrestar los procesos neurodegenerativos producidos por el

Alzhéimer.*®
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4.6. Inhibidores de la fosforilacion de la proteina tau.

La enzima glucdgena sintasa cinasa-36 (GSK-3B) desempefiaria un papel
importante en la fosforilacion de la proteina tau. En cultivos de neuronas
humanas del hipocampo expuestas a B-amiloide se ha observado una
activacion de la GSK-38 con la consecuente hiperfosforilacion y muerte
celular.”® También se han detectado niveles elevados de esta enzima en el
cerebro de pacientes con Alzhéimer y se ha detectado en ovillos
neurofibrilares.

En este sentido, el litio es un inhibidor de la GSK-3p que podria ser util para
evitar la neurodegeneracién producida en la enfermedad de Alzhéimer. En
diferentes estudios se ha observado que el litio tiene diferentes efectos sobre
esta enfermedad ya que inhibe la hiperfosforilacion de la proteina tau, y evita la
muerte celular neuronal inducida por B-amiloide.?

Para comprobar que el litio presenta estas propiedades se realiz6 un
estudio en ratones modificados genéticamente para que presenten una
sobreexpresion de la enzima GSK-3[. Los sintomas de la taupatia inducida en
estos ratones se empiezan a observar a los 12 meses de edad. Estos ratones
de 12 meses de edad fueron alimentados con pienso conteniendo litio de
1.7g/kg por via oral durante 7 meses y medio para comprobar el efecto
preventivo del litio (grupo 1). Para comprobar si el litio presentaba también
efectos de reversion en la hiperfosforilacion de tau se alimenté a otro grupo de
estos ratones de 18 meses de edad con piensos con dosis de litio de 1.7g/kg
durante 4 semanas y luego con 2.55 g/kg (grupo 2). El grupo control fue un
grupo de los mismos ratones alimentados con el mismo pienso pero sin litio.

En cuanto al efecto preventivo del litio se observé que las neuronas de
hipocampo de los ratones del grupo 1 no presentaban acumulacion de proteina
tau hiperfosforilada al igual que las neuronas del grupo control. Por otro lado,
en el grupo 2 se pudo observar que el litio revertia parcialmente la taupatia ya
gue al comparar las neuronas del hipocampo de ratones del grupo 2 y del
grupo control se observo una reduccion del 25% de las inclusiones de proteina

tau hiperfosforilada.
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4.7. Hipétesis de union hidréfoba-repulsion electrostética (HyBER)

Recientemente se ha observado que la albumina sérica humana y bovina
produce la inhibicion de la agregacion de AB4,. Al sustituir parte de los grupos
amino de esta proteina por grupos carboxilo el efecto inhibitorio aumentd. Para
explicar esta inhibicién se elaboré la hipotesis de la unién hidrofébica-repulsién
electrostéatica (HyBER) que propone que los péptidos de B-amiloide se unen a
las zonas hidrofébicas de las proteinas por el carbono terminal o por sus zonas
hidrofébicas centrales (union hidréfoba). Simultaneamente, debido a que el
péptido unido, el B-amiloide, esta cargado negativamente, sufre la repulsiéon
electrostética de los grupos carboxilo afiadidos a la albumina. Estas fuerzas
opuestas hacen que el B-amiloide se estire formando una conformacién distinta
a la de lamina-B. Por lo que los B-amiloides ya no se agregaran en esta
conformacion y por lo tanto ya no generaran toxicidad.

Debido a que las diferentes cargas de la albumina y sus zonas hidrofobicas
estan distribuidas de manera muy heterogénea, los estudios con estas
proteinas no son suficientes para comprobar esta hipoétesis. Para demostrar
esta hipétesis se llevé a cabo un estudio con poliamidoaminas terminadas en
grupo carboxilo de quinta generacion (PAMC). Esta molécula es un dendrimero
biocompatible que en su superficie solo presenta grupos carboxilo. Como los
PAMC no presentan zonas hidréfobas en su superficie para que se puedan unir
los B-amiloides, se introdujeron grupos fenilo en su superficie mediante su
reaccion con feniletilamina. Con esta reaccion (figura 4) se consiguio la sintesis
de PAMC derivados de fenilo (PAMP) con una superficie hidrofébica con carga

negativa.? 23

—COOH —GEO0H

PAMP

Figura 4 Sintesis de PAMP.?
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Se caracterizaron 4 PAMP con diferente grado de sustitucion que difieren
en el numero de grupos fenilo en su superficie y se denominaron PAMP 1-4 en
orden creciente de sustitucion siendo el de menor grado el 1 y el de mayor el 4.
Se realizaron distintas pruebas para comprobar si se cumple la hipotesis
HyBER, si el grado de sustitucion afectaba al resultado y comprobar que esta
nueva molécula es biocompatible.

Para comprobar que los PAMP pueden inhibir la accién del AB4, se realizé
un ensayo de fluorescencia con tioflavina T (figura 5). La tioflavina T tifie las
fibrillas de AB42 en forma de lamina-B. La prueba se realizé poniendo en
contacto los PAMP a diferentes concentraciones y el ABs, a una
concentracion de 25 pM. Esto permite observar su accién segun la
fluorescencia observada. A menor fluorescencia observada mayor sera el
efecto inhibitorio. También se midié la accion de PAMC para comparar su
actividad con la de los PAMP.

El PAMC no presento6 actividad frente a la fibrilacion de AB4, solo cuando
la concentracion de PAMC era 25 veces mayor a la de AB4, se observaba una
actividad apreciable.

120 1
1004 i 1 1 1
804
604
404
204

Fluorescencia ThT (%)

Ctl 1:01 1:1 1:10 1:25
AB42/PAMC
Figura 5 Resultados actividad inhibitoria de PAMC.*

En cuanto a los PAMP se observd que disminuyen la agregacion de ABas;
en conformacién de lamina-f de manera dosis dependiente (figura 6). Los
efectos se empezaron a observar a concentraciones bajas de 1:0.01
AB42/PAMP, y el efecto fue maximo a concentraciones de 1:1 donde las PAMP3

y 4 presentaron una reduccién del 70% de la actividad de AB4p.**?*
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Figura 6 Resultados actividad inhibitoria de PAMC. %

También se midié la actividad de feniletilamina, que solo posee grupos
hidrofobos, frente AB42 pero la formaciéon de laminas-B no se vio afectada. Estos
resultados indican que los PAMP reducen los niveles de AB4; en conformacién
lamina-B y podria confirmar la hipotesis HyBER, ya que fue necesaria la
combinacion de las dos fuerzas (hidrofébia y repulsion electrostatica) presentes
en los PAMP para observar los efectos inhibitorios sobre AB4,. Estas fuerzas
por separado, PAMC que no presenta zonas hidréfobas, y la feniletilamina, que
no causa repulsion electrostatica, no presentaron actividad por si solos.

Otra prueba que se realiz6 para demostrar la eficacia de los PAMP fue la
observacion directa de la morfologia de los agregados de AB4; mediante el
microscopio de fuerza atomica. Primero se incubd una solucion de ABs
(25uM), sin ningan inhibidor, durante 48 horas para obtener una imagen control.
En esta imagen se observé una gran cantidad de agregados en forma de fibras
cubriendo toda la muestra. Cuando se incubé la solucién de AB4; con PAMC
durante 48 horas no se observé ningun cambio de morfologia de los agregados
(figura 7). Solo cuando se aumentaba la concentracion de PAMC, a 625 uM, se
observé una ligera disminucién de la cantidad de fibrillas de AP4. Estos
resultados concuerdan con los resultados del ensayo de fluorescencia con
tioflavina T, ya que en ninguna de las dos pruebas el PAMC ha demostrado

inhibir la formacion de laminas-f de forma significativa.
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Figura 7 Muestras de PAMC+AR vistas al microscopio.

Cuando se incubaron los diferentes PAMP a concentraciones de 2.5y 25
UM, con AB4, durante 48 horas se observo una clara disminucion de agregados
incluso con bajas concentraciones de PAMP, 2.5 uM (figura 8). Los 4 PAMP
demostraron tener efecto inhibitorio frente a la formacion de fibrillas de ABa.
Cuando se aumentod la concentracion a 25 uM en las muestras incubadas con
PAMP3 y PAMP4 casi no se aprecian fibrillas solo agregados de forma
irregular. Esto permitio clasificar los PAMP segun su actividad inhibitoria siendo
las mas eficaces, el PAMP4 y PAMP3, que presentan una actividad similar, de
actividad intermedia el PAMP2 y la de menor actividad el PAMP1. Esto
coinciden también con los resultados del ensayo de fluorescencia ya que
también se observa que los diferentes PAMP presentan diferentes niveles de
inhibicion y que a mayor concentracion de PAMP mayor efecto inhibitorio se

observa en las muestras.
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+ PAMP1 + PAMP2 + PAMP3 + PAMP4
Figura 8 Muestras de PAMP+AR a distintas concentraciones vistas al microscopio®

Para determinar como actta el PAMC y los PAMP durante la agregacion de
AB42 se realizd una espectroscopia de dicroismo circular del AB4,. Este tipo de
espectroscopia se usa para observar el cambio de configuracion de un estado
fundamental a un estado exitado, mediante la absorciébn de radiacion
electromagnética polarizada. Para ello se prepararon muestras de una solucién
de AB42 a una concentracion de 25uM, y se puso en contacto con los diferentes
dendrimeros.

Primero se realizé con el péptido solo (muestra control) y se observé que la
estructura secundaria inicial del ABs, es de hélice-a con un pico negativo de
200 nm (figura 9A), y tras una incubacién de 48 horas aparece un pico positivo
en 195 nm y otro negativo en 217 nm (figura 9B). Esta transicion del pico
positivo al negativo representa la formacién de la estructura secundaria lamina-
B. Cuando se incubd el péptido con el PAMC no se observo ningun efecto
apreciable en la estructura secundaria.
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Figura 9 Resultados espectroscopia cambio conformacién de AR42 a distintas
concentraciones de PAMC. %

Cuando se realiz6 la misma prueba con los PAMP se observaron distintos
resultados segun el grado de sustitucién de estos. Tras la incubacion de 48
horas en el PAMP1 y PAMP2 se observa 2 picos negativos consecutivos entre
210 nm y 225 nm (graficos verde y rojo de la figura 10B) que corresponde a la
presencia simultdnea de B-amiloides en configuracion de hélice-a y lamina-f3.

En los PAMP3 y PAMP4 tras 48 horas de incubacion solo se observa un
pico negativo alrededor de 200 nm (figura 10B) similar al pico observado al
principio de la incubacién (figura 10A). Esto quiere decir que los PAMP3 y 4
inhiben completamente la transicién de hélice-a a lamina-f3. Los resultados de
esta muestra concuerdan con los resultados de las pruebas anteriores, ademas
con estos resultados se puede confirmar que los PAMP interfieren en la
transicion de estructura secundaria del A4z, los de menor grado de sustitucion

de forma parcial y los de mayor grado de sustitucién inhiben esta transicion

completamente.
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Figura 10 Resultados espectroscopia cambio conformacion de AB42 con los diferentes PAMP. %

Para estudiar los efectos de la concentracion de PAMP frente a la inhibicion
de la formacion de laminas-B de AB4; se realizd el mismo ensayo
(espectroscopia de dicroismo circular) con diferentes concentraciones de
PAMP3 y se determiné que el PAMP3 actia de manera dosis dependiente y
que la dosis que mayor efecto demostro fue la equimolar con el AB4z, 25 UM

(figura 11). Estos resultados se extrapolaron al resto de PAMP.?>%%
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Figura 11 Relacién dosis-efecto de PAMP3. %
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Una vez demostrada la accion inhibitoria de los PAMP se realiz6 un ensayo
de biocompatibilidad para comprobar si estos podrian ser candidatos a ser
farmacos. Para ello se inocularon los distintos PAMP a diferentes
concentraciones en cultivos de células SH-SY5Y, células usadas para el
estudio de la neurogénesis. Los PAMP1, 2 y 3 no presentaron citotoxicidad a
ninguna de las concentraciones estudiadas llegando hasta 62.5 uM. En cambio,
el PAMP4 a una concentracion de 2.5 pyM mostr6 una reduccion de la
supervivencia celular del 6%. Esto podria significar que el PAMP4 provoca
cierta toxicidad. También se realiz6 esta prueba con el PAMC a las mismas
concentraciones y tampoco se observo toxicidad.

Adicionalmente, se realizé un ensayo in vitro para observar la capacidad
inhibitoria de los PAMP frente la toxicidad producida por AB4.. Para ello, se
prepararon varios cultivos de células SH-SY5Y con AB4; a una concentracion
de 25 pM vy los distintos PAMP y PAMC a distintas concentraciones (figura 12).
En el cultivo que solo presenta AB4, se produjo una disminucion del 39% de la
viabilidad celular. En el cultivo con PAMC no se observé ninguna mejora frente
a la toxicidad de AB42 a ninguna de las concentraciones estudiadas. En cuanto
a los cultivos con PAMP se observd un aumento de la supervivencia celular de
manera dosis-dependiente como se habia observado anteriormente. También
se observé que el PAMP que mayor viabilidad celular presentaba fue el PAMP3
que a niveles equimolares de AB4/PAMP3 (25 pM) muestra una viabilidad del
96%.%
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Figura 12 Inhibicién de toxicidad producida por B-amilode.
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Con todos los datos obtenidos anteriormente se demuestra que PAMP que
presentan grupos hidroéfobos y grupos que causan repulsion electrostatica en
su superficie causan fuerzas contrapuestas que son las responsables de la
potente actividad inhibitoria que producen los PAMP, ya que se ha observado
que el PAMC, solo con grupos carboxilo en su superficie, no ha ejercido dicha
actividad.

Para confirmar que estos efectos se deben a la combinacion de las dos
fuerzas contrapuestas se ha estudiado la posibilidad de que un dendrimero con
grupos hidroxilo en vez de grupos carboxilo tendria la misma actividad. Para
ello se sustituyeron los grupos carboxilo del PAMP3, el de mayor actividad
inhibitoria, por grupos hidroxilo mediante la reaccion con etanolamina dando
como resultado el PAMP3-OH. Una vez que se confirmé que no quedaban
grupos carboxilo en PAMP3-OH mediante diversas técnicas de espectroscopia
se realiz6 un ensayo de fluorescencia con tioflavina T en el que no se observé
ninguna reduccion de los niveles de agregados de ABs,. También se realizé
una espectroscopia de dicroismo circular (figura 13) en la que tampoco se

observo ningun efecto sobre la formacién de laminas-p.
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Todos estos resultados indican que los efectos inhibitorios del PAMP3 se
deben a la presencia de grupos carboxilo en su superficie, ya que la sustitucion
de estos por grupos hidroxilo hace que pierda toda capacidad inhibitoria.
Ademas, se demuestra la hipétesis HyBER, ya que, como se ha demostrado, el
AB4, presenta diversas zonas hidréfobas, como su centro hidrofobo o el
carbono terminal, que se unen a los grupos fenilo (hidréfobos). Estas moléculas
unidad al PAMP sufren una repulsion electroestatica debido a la interaccion de
los grupos anibnicos carboxilo, cercanos a los grupos fenilo, con las cargas
negativas del péptido (figura 14). Estas fuerzas opuestas resultan en que el
AB42 se estire en una conformacion distinta a la lamina-B, causante de la
aparicion de los sintomas del alzhéimer. Por lo tanto gracias a los PAMP las

moléculas de AB42 ya no siguen la via patolégica y no se produce la muerte
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5. Conclusion

Como se ha observado en este trabajo la enfermedad de Alzhéimer es una
enfermedad neurodegenerativa con gran prevalencia en la poblacion anciana
de los paises desarrollados, y ante el esperado aumento de la prevalencia de la
enfermedad es necesario el desarrollo de farmacos que actien sobre el
mecanismo y no solo sobre sus sintomas como los farmacos utilizados
actualmente.

En este sentido, durante los ultimos afios se han estudiado diversas dianas
farmacoldgicas que puedan servir como nuevas estrategias para el tratamiento
del Alzhéimer. Se ha investigado la interrupcion de la formacion de placas
seniles tanto inhibiendo la secretasa, evitando que se produzca la agregacion
B-amiloide para la formacién de A4, inhibiendo la hiperfosforilacion de la
proteina tau y consecuentemente sus efectos neurotdxicos, o evitando que los
B-amiloides se plieguen en su conformacién patégena. También se estan
investigando dianas que, aunque no afectan directamente al mecanismo de
formacion de B-amiloides evitan su formacién como seria el caso del inhibidor
del activador de plasminégeno tipo 1, que tras su bloqueo aumentaria el
aclaramiento de [-amiloides. Otra estrategia es evitar la neurotoxicidad
producida por los B-amiloides inhibiendo los procesos que la producen o
contrarrestandolos.

En los distintos estudios incluidos en esta revision, se ha observado que
farmacos ya comercializados como el sildenafilo, el palitaxel o el litio actian en
distintos procesos de la enfermedad y podrian ser efectivos en el tratamiento
de esta patologia. El hecho de que estén comercializados hace mas inmediato
su posible uso ya que se tienen datos sobre su toxicidad, lo que no ocurre con
los nuevos farmacos, que tardarian mas tiempo en estar disponibles en la
practica clinica.

Recientemente se ha sintetizado una nueva molécula, PAMP, que ademas
de confirmar la hip6tesis HYBER que abre un nuevo camino para la
investigacion del tratamiento del Alzhéimer, ha presentado muy buenos
resultados in vitro aumento notablemente la supervivencia de células en un

entorno con Af4..

27



Por lo tanto es necesario seguir investigando esta molécula para poder
llegar a conseguir estos efectos en humanos, y también es necesaria la
investigacion de otras nuevas dianas para poder contar con el mayor arsenal
terapéutico posible para el abordaje farmacolégico de la enfermedad de

Alzhéimer.

28



6. Referencias

10

11

12

13

14

15

Demencia. https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/dementia.
Accedido 24 de diciembre de 2018.

Niu, H., et al. «Prevalencia e incidencia de la enfermedad de Alzheimer en
Europa: metaanalisis». Neurologia, vol. 32, n.° 8, octubre de 2017, pp. 523-
32.

Salomone S, Caraci F, Leggio GM, Fedotova J, Drago F. New
pharmacological strategies for treatment of Alzheimer’s disease: focus on
disease modifying drugs. Br J Clin Pharmacol 2012;73(4):504-17.

Kumar, Anil, et al. «<A Review on Alzheimer’s Disease Pathophysiology and
Its Management: An Update». Pharmacological Reports, vol. 67, n.° 2, abril
de 2015, pp. 195-203.

Eisele, Y. S., etal. «Peripherally Applied A -Containing Inoculates Induce
Cerebral -Amyloidosis». Science, vol. 330, n.° 6006, noviembre de 2010, pp.
980-82.
Talantova M, Sanz-Blasco S, Zhang X, Xia P, Akhtar MW, Okamoto S.-i.. et
al. Ab induces astrocytic glutamate release, extrasynaptic NMDA receptor
activation, and synaptic loss. Proc Natl Acad Sci U S A 2013;110(27):2518-
27.

Berbel A, etal.Protocolo terapéutico de la demencia. Medicine.
2011;10(76):5178-82

Lépez Locanto Oscar. Tratamiento farmacoldgico de la enfermedad de
Alzheimer y otras demencias. Arch. Med Int ; 37(2): 61-67.

Flérez, Jesus, et al. Farmacologia humana. Masson, 2001.

Lépez Locanto Oscar. Tratamiento farmacolégico de la enfermedad de
Alzheimer y otras demencias. Arch. Med Int ; 37(2): 61-67.

McKeage, Kate. «Memantine: A Review of Its Use in Moderate to Severe
Alzheimer's Disease». CNS Drugs, vol. 23, n.° 10, octubre de 2009, pp. 881-
97.

Ghosh, Arun K., et al. «Developing B-Secretase Inhibitors for Treatment of
Alzheimer's Disease: [p-Secretase Inhibitor Drugs». Journal of
Neurochemistry, vol. 120, enero de 2012, pp. 71-83.
Aisen PS, Gauthier S, Ferris SH, Saumier D, Haine D, Garceau D, et al.
Tramiprosate in mild-to-moderate Alzheimer's disease — a randomized,
double-blind, placebo-controlled, multi-centre study (the Al phase Study).
Arch Med Sci 2011;7(1):102-11.

Tanzi RE, Moir RD, Wagner SL (2004) Clearance of Alzheimer's Abeta
peptide: The many roads to perdition. Neuron 43:605—-608.
Tucker HM, et al. (2000) The plasmin system is induced by and degrades
amyloid-beta aggregates. J Neurosci 20:3937—-3946.

' Jacobsen JS, Comery TA, Martone RL, Elokdah H, Crandall DL, Oganesian

17

A, et al. Enhanced clearance of Ab in brain by sustaining the plasmin
proteolysis cascade. Proc Natl Acad Sci U S A 2008;105(25):8754-9.

Gong, Bing, etal. «Persistent Improvement in Synaptic and Cognitive
Functions in an Alzheimer Mouse Model after Rolipram Treatment». Journal
of Clinical Investigation, vol. 114, n.° 11, diciembre de 2004, pp. 1624-34.

29



8 pPuzzo D, Staniszewski A, Deng SX, Privitera L, Leznik E, Liu S, et al.
Phospho-diesterase 5 inhibition improves synaptic function, memory, and
amyloid-b load in an Alzheimer's disease mouse model. J Neurosci
2009;29(25): 8075-86.

¥ Trojanowski, John Q., etal. «Microtubule-Binding Drugs Offset Tau
Sequestration by Stabilizing Microtubules and Reversing Fast Axonal
Transport Deficits in a Tauopathy Model». Proceedings of the National
Academy of Sciences, vol. 102, n.° 1, enero de 2005, pp. 227-31.

20 Takashima A., Noguchi K., Michel G., Mercken M., Hoshi M., Ishiguro K. and
Imahori K. (1996) Exposure of rat hippocampal neurons to amyloid beta
peptide (25-35) induces the inactivation of phosphatidyl inositol-3 kinase and
the activation of tau protein kinase | glycogen synthase kinase-3 beta.
Neurosci. Lett. 203, 33-36.

2L Engel, Tobias, etal. «Chronic Lithium Administration to FTDP-17 Tau and
GSK-3? Overexpressing Mice Prevents Tau Hyperphosphorylation and
Neurofibrillary Tangle Formation, but Pre-Formed Neurofibrillary Tangles Do
Not Revert». Journal of Neurochemistry, vol. 99, n.° 6, diciembre de 2006,
pp. 1445-55. Crossref, doi:10.1111/j.1471-4159.2006.04139.x.

22 Wang, Ziyuan, etal. «Hydrophobic Modification of Carboxyl-Terminated
Polyamidoamine Dendrimer Surface Creates a Potent Inhibitor of Amyloid-f3
Fibrillation». Langmuir, vol. 34, n.° 47, noviembre de 2018, pp. 14419-27.
ACS Publications, doi:10.1021/acs.langmuir.8b02890.

% Navarro, G. and de ILarduya, C. T. Activated and non-activated PAMAM
dendrimers for gene delivery in vitro and in vivo. Nanomedicine 2009, 5, 287-
297.

24 Biancalana, M. and Koide, S. Molecular mechanism of Thioflavin-T binding
amyloid fibrils. Biochim. Biophys.Acta, Proteins Proteomics 2010, 1804,
1405-1412.

25 Wahlstrém, A.; Hugonin, L.; Peralvarez-Marin, A.; Jarvet, J. and Graslund, A.
Secondary structure conversions of Alzheimer's ABR (1-40) peptide induced
by membrane-mimicking detergents. FEBS J. 2008, 275, 5117-5128.

% Xie, B.; Dong, X.; Wang, Y. and Sun, Y. Multifunctionality of Acidulated
Serum Albumin on Inhibiting Zn2+-Mediated Amyloid beta-Protein
Fibrillogenesis and Cytotoxicity. Langmuir. 2015, 31, 7374-7380.

30



