PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL PERU

FACULTAD DE CIENCIAS E INGENIERIA

PUCP

Radiofarmacos en uso y en exploracion para el diagnostico de
Alzheimer por tomografia de emision de positrones (PET)

TRABAJO DE INVESTIGACION PARA LA OBTENCION
DEL GRADO DE BACHILLER EN CIENCIAS CON
MENCION EN QUIMICA

AUTOR:

Diego Adrian Uehara Oshiro

ASESOR:

Dra. Paloma Friedda Salas Fernandez

Lima, Octubre, 2020



RESUMEN

La enfermedad del Alzheimer (AD) es un desorden neurodegenerativo incurable que afecta a
millones de personas en el mundo. Lamentablemente, hasta el momento no se ha desarrollado
un método de diagnostico adecuado que confirme con total seguridad que una persona padece
de este tipo de demencia. La formacion de las placas AP es uno de los principales
biomarcadores en esta patologia que se manifiesta desde la fase preclinica de la enfermedad,
antes de que ocurra la disfuncion sinéptica y el deterioro cognitivo en el paciente. La deteccion
temprana de este biomarcador, a través de distintas técnicas de neuroimagen, ayudaria a
encontrar un mejor tratamiento para frenar o disminuir el progreso del Alzheimer. Entre las
diferentes técnicas de imagen no invasivas que se emplean se encuentran: la resonancia

magnética de imagen y la tomografia de emision de positrones.

La tomografia de emision de positrones (PET) es una de las técnicas méas comunes en medicina
y, ademas, es de gran utilidad para detectar la formacion de placas AP en el paciente. Esta
técnica emplea moléculas pequefias marcadas con radioisotopos, denominados radiofarmacos,
que interactuan selectivamente con 6rganos o tejidos y liberan energia, la cual es detectada y
transformada en una imagen tridimensional. Los radiofarmacos que han sido mas estudiados
para el diagnéstico del Alzheimer poseen en su estructura radionticleos de ''C, '8F o metales
de transicion. Estos ultimos presentan ciertas ventajas frente a los otros radioisétopos; por ello,
en los ultimos anos se han desarrollado y explorado distintos complejos de coordinacion para

la deteccion de las placas A.

El presente trabajo comienza con una breve introduccion al AD, en la cual se describen la

incidencia, la prevalencia, las fases clinicas, los sintomas caracteristicos, los factores de riesgo



y los prospectos de futuros tratamientos para esta enfermedad. Asimismo, en el siguiente
capitulo se presentan algunas generalidades del sistema nervioso central, los biomarcadores
mas importantes de esta afeccion y la hipdtesis de la cascada amiloide. En el ultimo capitulo,
se explican las diferentes técnicas de neuroimagen empleadas para detectar los biomarcadores
presentes en el Alzheimer. Ademas, se describen los agentes de diagnodstico basados en los

radioisotopos de ''C, '®F y metales de transicion.
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1. INTRODUCCION A LA ENFERMEDAD DEL ALZHEIMER

1.1 Incidencia y prevalencia

La enfermedad del Alzheimer (AD) es un desorden neurodegenerativo incurable que se
caracteriza por un deterioro progresivo de la funcién cognitiva del paciente.! Esta patologia
es la causa més comin de demencia que contribuye entre un 60-80% de los casos. Por ello,
afecta a millones de personas en el mundo; de hecho, se estima que actualmente mas de 46
millones de personas padecen de demencia. Desafortunadamente, esta cifra continiia en
aumento a nivel mundial y se calcula que, para el ano 2040, 81.1 millones de personas
presentarian esta patologia.*

Uno de los principales paises afectados por esta patologia es EEUU, pues segun la OMS
actualmente existen mas de 5.8 millones de americanos, mayores a los 65 afios, que padecen
de AD.?? Para el 2050, se proyecta que esta cifra aumente a 13.8 millones de afectados. Este
crecimiento dramadtico estaria asociado a la mayor esperanza de vida debido a los nuevos
avances médicos y mejoras en las condiciones sociales y ambientales. De esta forma, se espera
un incremento de 4.8 millones de ancianos en la poblacioén estadounidense entre los afios 2020-
2050, lo cual acrecentaria el nimero de personas que estarian en riesgo de padecer Alzheimer
u otro tipo de demencia.’

En el 2018, se reportaron oficialmente en el pais estadounidense 122 019 actas de
defuncion por Alzheimer.’ Por ello, esta enfermedad es considerada como la sexta causa de
muerte en los EEUU, superando la cifra de mortalidad por cancer de mama y prostata juntos.>
Esto se ve reflejado en la tasa de mortalidad entre los afos 2000-2018, la cual aumento
dramaticamente en 146.2% en comparacion con otras enfermedades como los accidentes

cerebrovasculares, el VIH y los ataques al corazon.’



Si bien es cierto que, el AD es la causa mas comun de demencia, existen otras patologias
como las enfermedades cerebrovasculares, la enfermedad por cuerpos de Lewy, el Parkinson y
la esclerosis en el hipocampo que pueden desencadenar demencia en el individuo.>> Estudios
recientes, basados en autopsias de pacientes con Alzheimer, revelaron que mas del 75%
presentaban cambios patologicos en el cerebro asociados a otras causas de demencia. A este
tipo de patologias coexistentes se les denomina demencia mixta.’

Las diferencias entre estos distintos tipos de demencia son usualmente indistinguibles,
ya que los sintomas que presenta el paciente son muy similares y, por ello, es dificil hasta la
actualidad para los médicos hacer un diagndstico 100% certero. De hecho, estudios realizados
en autopsias de pacientes diagnosticados con Alzheimer basados en la sintomatologia han
revelado que entre el 15-30% de los casos el individuo padecia de demencia causada por otro
tipo de enfermedad.>’

Sin embargo, existen algunos cambios bioquimicos cerebrales caracteristicos de cada
demencia a los cuales se les denominan biomarcadores. Por ejemplo, la enfermedad
cerebrovascular, que se caracteriza por el dafio y la obstruccion de los vasos sanguineos en el
cerebro, lo cual impide el flujo de sangre y el transporte de oxigeno y nutrientes, tiene como
principal biomarcador la disminucion del metabolismo de glucosa. Por otro lado, la enfermedad
por cuerpos de Lewy (DBL), que es otro tipo de demencia, ocurre por la agregacion anormal
de la proteina alfa-sinucleina en las neuronas, y esta puede ser empleada como biomarcador
para la deteccion de esta enfermedad.” Por tiltimo, los biomarcadores presentes en el Alzheimer
incluyen la deposicion extracelular de la proteina beta-amiloide (placas A), la formacion de
ovillos neurofibrilares (NFTs) al interior de las neuronas, la atrofia en la region del hipocampo,
entre otros. Estos biomarcadores van a ser fundamentales para el diagndstico temprano de esta
enfermedad, ya que muchos de estos aparecen en el paciente anos antes de que se presente

algin sintoma.?



1.2 Sintomatologia del Alzheimer

Se presume que el Alzheimer comienza 20 afios antes de que el paciente desarrolle algun
sintoma.” Solo después de algunos afios de cambios en el cerebro, este comienza a desarrollar
algunos sintomas de la enfermedad como pérdida de la memoria, dificultad en el lenguaje,
aprendizaje y, eventualmente, pérdida de la capacidad motora. La progresion de esta
enfermedad se puede dividir en 3 fases: enfermedad del Alzheimer preclinico, dafio cognitivo
leve (MCI) y demencia debido a la enfermedad del Alzheimer.!? Asimismo, esta tltima fase se
puede subdividir en leve, moderada y severa, de acuerdo con la gravedad de los sintomas que

presente el paciente (Figura 1).%°

Figura 1: Progresion de la enfermedad del Alzheimer (Adaptado de 5)

1.2.1 Enfermedad del Alzheimer preclinico

En esta fase, el individuo no muestra ningun tipo de sintomatologia; sin embargo, es
posible detectar algunos biomarcadores que indican el inicio de esta enfermedad. En esta fase
temprana, el cerebro realiza una compensacion frente a estos cambios cerebrales, lo cual
permite que la persona pueda realizar sus actividades normalmente. Es importante destacar que
no todos los individuos que presentan estos biomarcadores van a desarrollar sintomas de MCI
o demencia. Por ejemplo, se han realizado autopsias donde se han encontrado placas amiloides

en el cerebro; sin embargo, el individuo nunca present6 problemas de demencia en vida.*!°



1.2.2 Dafo cognitivo leve (MCI) debido a la enfermedad del Alzheimer

Las personas con MCI presentan una cantidad anormal de placas beta-amiloides y
ademas tienen problemas leves relacionados con la memoria. Estos problemas cognitivos leves
son percibidos solo por el entorno mas cercano del individuo como familiares o amigos.
Asimismo, este tipo de sintomatologia no interfiere con las actividades normales que realiza la
persona.!!

En esta fase, el cerebro ya no puede contrarrestar el dafio y la muerte en células
neuronales; por ello, el individuo comienza a tener una deficiencia en las capacidades
cognitivas. Algunos estudios han mostrado que después de 2 afios con MCI, el 15% de
personas mayores a los 65 afios desarrolla demencia.'? Otro estudio mostré que luego de 5 afios

con MCI, el 32% de personas desarrolla demencia. Sin embargo, en otros casos el estado del

individuo permanece estable o el MCI se revierte.'

1.2.3 Demencia debido a la enfermedad del Alzheimer

La fase de demencia en el AD se caracteriza por la pérdida de memoria, la dificultad en
el lenguaje y los cambios en la personalidad, los cuales impiden que la persona pueda
desarrollar sus actividades diarias con normalidad. Estos sintomas reflejan el dafio en las

células y el tejido nervioso. Segun la gravedad de los sintomas la demencia se clasifica en:*®

1. Demencia leve:

En esta primera fase de la demencia, la mayoria de pacientes pueden realizar sus
actividades independientemente. Sin embargo, presentan algunas dificultades
recordando eventos recientes, no se ubican temporalmente y pierden la motivacion de

realizar algunos hobbies. En algunos casos, esta etapa es confundida con el



envejecimiento normal; no obstante, la enfermedad se caracteriza por presentar
sintomas leves, los cuales se van agravando a medida que el dafio cerebral es mayor.>?®
ii.  Demencia moderada:

En esta segunda fase, la cual es usualmente la mas larga en toda la enfermedad,
el paciente tiene dificultad para comunicarse, recordar eventos o personas, realizar sus
actividades diarias como bafiarse o vestirse y comienza a tener comportamientos
agresivos en su hogar y en la comunidad.®>!4
iii.  Demencia severa:

En esta ultima fase de la enfermedad el paciente necesita del cuidado de otra
persona las 24 horas del dia. Debido al gran dafio en las neuronas involucradas en la
capacidad motora, el individuo estd la mayor parte del tiempo en cama, lo cual lo hace
propenso a que desarrolle codgulos sanguineos, infecciones a la piel y sepsis que
eventualmente puede provocar una insuficiencia organica. El dafio en otras areas del
cerebro relacionadas con la deglucion de alimentos ocasiona que el paciente presente
dificultades para comer y beber. Esto puede causar que el individuo aspire la comida

por la trdquea y no por el esofago, lo cual genera una afeccion denominada neumonia

por aspiracion que es una de las principales causas de muerte por Alzheimer.>

Como ya se ha mencionado, la enfermedad del AD comienza con una fase preclinica y

culmina con una demencia severa. El tiempo de duracion de cada fase varia en cada paciente,

ya que este depende de la edad, la genética y el género. El tiempo de vida estimado para las

personas mayores a los 65 afos diagnosticadas con AD es entre 4-8 afios, aunque algunos

pacientes pueden llegar a vivir mas de 20 afios con esta enfermedad. Esto refleja la progresion

lenta, degenerativa e incierta que puede tener esta enfermedad.’



1.3 Factores de riesgo

La enfermedad del Alzheimer, como otras enfermedades cronicas, se desarrolla por
diversos factores, entre los cuales se encuentran la edad, la genética y el estilo de vida, entre
otros.

La edad es el factor de riesgo predominante en esta enfermedad, ya que se observa un
incremento dramatico de incidencia en adultos mayores que presentan demencia debido al
Alzheimer. Un estudio realizado por Hebert et al. estima que actualmente hay 5.8 millones de
americanos que padecen de Alzheimer. De este total, el 17% tiene entre 65-74 afos, el 47%
tiene entre 75-84 afios y el 36% excede los 85 afios.!® Personas menores a los 65 afios también
pueden desarrollar demencia; sin embargo, esto es menos probable y la prevalencia es incierta.’

Asimismo, existen diversos mecanismos que estarian asociados en la proteccion del
cerebro de un individuo joven del AD como son los altos niveles de factores de crecimiento,
un mejor metabolismo de energia, mayor eficiencia al eliminar proteinas mal plegadas y
reparacion de células. Asimismo, personas de mayor edad tienen una mayor prevalencia a
desarrollar obesidad, diabetes, arterosclerosis y enfermedades cardiovasculares, las cuales
promueven el AD a través de mecanismos metabdlicos y vasculares que estan relacionados
principalmente con procesos inflamatorios. !

Otro factor que incrementa el riesgo de padecer Alzheimer es la presencia de una proteina
de 299 aminoéacidos denominada apolipoproteina-e4 (apoE-e4), la cual es expresada en
diversos organos como el higado y el cerebro. En el cerebro, los astrocitos, la microglia y las
células vasculares son las principales células encargadas de expresar apoE. Esta proteina es
vital en el proceso de sinaptogénesis y en mantener las conexiones sindpticas.!” Ademas,
cumple la funcion de redistribuir el colesterol y otros lipidos a las neuronas a través de su union
por los receptores de APOE.!® El gen APOE presenta 3 tipos de formas (alelos), los cuales solo

se diferencian en 2 aminoacidos: APOE e2 (cys112, cys158), e3 (cys112, argl58) y e4 (argl12,



arg158). Sin embargo, estas ligeras variaciones en los aminoacidos alteran sustancialmente la
estructura, sus propiedades de afinidad hacia lipidos y receptores y por tanto; cambian su
funcién.!”-18

Todas las personas heredamos un par de genes APOE, uno del padre y el otro de la madre.
De esta forma, existen 6 diferentes combinaciones de pares de genes APOE: e2/e2, e2/e3,
e3/e3, e3/ed, ed/ed y e4/e2.!”1¥ Estudios realizados a una poblacion de 17000 individuos de
raza blanca revelo que el ratio (OR) de aquellos que desarrollan AD era de 14.49, 2.64 y 3.64,
en individuos con APOE e4/e4, e2/e4 y e3/e4, respectivamente, en relacion con aquellos que
presentan un genotipo APOE e3/e3 (Tabla 1). Asimismo, la presencia de un solo alelo APOE-
e4 adelantaria la enfermedad entre 2-5 afios, mientras que tener dos alelos APOE-e4 lo
aceleraria en 5-10 afios.'® Esto demuestra que heredar copias del gen APOE-e4 incrementa la

probabilidad de desarrollar Alzheimer, en comparacion con personas que tienen los isomorfos

APOE-e3 0 APOE-¢2.16:18.19

Tabla 1: Comparacion de la incidencia de AD entre individuos que poseen diferentes genotipos APOE (Adaptado
de 18)

Genotipo APOE Frecuencia en Frecuencia en Ratio para el
individuos pacientes con AD (%) desarrollo del AD
cognitivamente sanos
(%)

APOE e2/e2 0.7 0.3 0.56
APOE e2/e3 11 4.6 0.56
APOE e3/e3 62.3 343 1

APOE e2/e4 1.9 2.6 2.64
APOE e3/e4 22.2 434 3.63
APOE e4/e4 1.9 14.8 14.49

Se presume que la interaccion entre la isoforma APOE-e4 y las placas AP juegan un rol
importante en la patogénesis de la enfermedad del AD, pues esta interaccion induciria un
cambio conformacional en placas AP que desencadenaria la agregacion de esta proteina.

Ademas, APOE-e4 afectaria la capacidad de respuesta microglial, el transporte de lipidos, el



metabolismo de glucosa, la integridad sindptica y cerebrovascular, todos fendmenos
observados en pacientes con Alzheimer.'®

La etnicidad parece influir en la magnitud en la que la isoforma APOE-e4 incrementa la
posibilidad de desarrollar AD. Esto se ha observado en el caso de individuos de poblaciones
afroamericanas e hispanas, los cuales no se ven tan afectados por el gen APOE-e4, a diferencia
de la poblacion japonesa.'® Por ello, es necesario seguir investigando sobre los mecanismos
genéticos involucrados en esta enfermedad en diferentes grupos étnicos.

Si bien es cierto, todos los factores mencionados hasta el momento no pueden ser
controlados por los humanos, no obstante, existen algunos factores de riesgo que pueden variar
para disminuir la posibilidad de desarrollar AD. En el 2019, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Academia Nacional de Medicina report6 que realizar actividad fisica, tener
una dieta saludable, controlar enfermedades cardiovasculares (diabetes, obesidad,
hipertension), tener un entrenamiento cognitivo y no fumar, reduciria el riesgo de padecer de
Alzheimer.'¢

El cerebro constituye tan solo el 2% de toda la masa corporal de una persona; sin
embargo, este 6rgano consume alrededor del 20% de oxigeno y nutrientes que ingresan al
cuerpo. El suministro de ambos compuestos estd fuertemente ligado al bombeo de la sangre
del corazén y su transporte por los vasos sanguineos. Por ello, personas con enfermedades
cardiovasculares como la diabetes, hipertension, obesidad e hiperlipidemia presentan un mayor
riesgo de desarrollar Alzheimer u otras demencias.’

En el caso de la actividad fisica se sabe que podria disminuir la probabilidad de padecer
AD, aunque atn no se conoce con seguridad el tipo de ejercicio, el tiempo estimado o la
frecuencia con la que se tendria que desarrollar esta actividad. Tener una dieta saludable basada
en el consumo de frutas, vegetales, granos, pescado, pollo, nueces, legumbres y reducir las

grasas saturadas, azlcares y carnes rojas pareceria beneficiar la salud cerebral. Todos estos



cambios en el estilo de vida disminuyen el colesterol en la sangre, evitan la presion alta e
incrementan los factores de crecimiento de la memoria en el cerebro.!%!6

Personas que desempefian un trabajo mentalmente estimulante o aquellas que estan en
constante aprendizaje desarrollan reserva cognitiva. Esto hace referencia a la habilidad que
tiene el cerebro de crear conexiones neuronales para realizar alguna actividad cognitiva; de esta
forma, probablemente evitar la neurodegeneracion en un futuro. Asimismo, se presume que
incrementa los niveles de neurotrofinas, presentes en el cerebro, que estan relacionadas con la
proteccion y la reparacion de las neuronas de algunos procesos de deterioro como la edad, el
estrés y las enfermedades neurodegenerativas.?’

Si bien es cierto, seguir todas estas recomendaciones no asegura que el individuo no
padezca de Alzheimer o alglin tipo de demencia en un futuro, si reduce el riesgo de desarrollar
esta enfermedad o, al menos, favorece que se desarrolle algunos afos después en el paciente.
También, se han mencionado diversos factores como el estilo de vida, la genética, la edad y el

ambiente sociocultural que contribuirian al desarrollo del AD; empero, existen muchos otros,

los cuales atin se encuentran en estudio y se desconoce la relacion exacta con esta enfermedad.’

1.4 Prospectos en el tratamiento y diagnostico

A pesar de la complejidad y lo poco que se conoce acerca de esta enfermedad, numerosos
esfuerzos se han hecho para desarrollar un tratamiento efectivo para el AD. Dentro de estos
tratamientos se encuentra la administracién de cinco farmacos aprobados por la FDA (Food
and Drug Administration) de EE. UU., de los cuales cuatro son inhibidores de la
acetilcolinesterasa (tacrina, donepezilo, rivastigmina y galantamina) y uno es un antagonista
del receptor glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) (memantina).!-:1¢

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa son medicamentos que bloquean esta enzima, la

cual tiene la funcion de hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina. Este neurotransmisor



permite la sinapsis entre las células neuronales motoras y las células musculares. La
enfermedad del Alzheimer se caracteriza por presentar bajos niveles de acetilcolina, debido a
la gran cantidad de muerte neuronal; por ello, inhibir la hidrolisis de acetilcolina ayuda a
mejorar la actividad motora en el paciente. Los beneficios informados para estos tipos de
medicamentos han sido reportados cuando se consumen en dosis mas altas; sin embargo, esto
implica una mayor probabilidad de efectos secundarios.®*

Por otro lado, la memantina es un antagonista que bloquea al receptor glutamato N-metil-
D-aspartato (NMDAR), encontrado en células nerviosas en el hipocampo, region encargada de
la memoria a corto plazo, y que tiene la funcidén de despolarizar la membrana plasmatica cuando
es activado.?! El flujo de cationes, principalmente de iones Ca*?, juega un rol importante en la
plasticidad sindptica y en los mecanismos celulares relacionados al aprendizaje y la memoria.
No obstante, una sobreestimulacion de estos receptores podria conducir a una pérdida de
funcionalidad sinéptica, seguida de una sinaptoxicidad que llevaria a una muerte celular en el
individuo con AD. Este antagonista, que bloquea al NMDAR, ha sido empleado desde 1970 en
Alemania para tratar el AD en estado moderado y severo.*~

Todos estos farmacos tienen la funcion de aliviar los sintomas cognitivos; sin embargo,
ninguno de ellos ralentiza o detiene la muerte neuronal ocasionada por la enfermedad del
Alzheimer.” Dada la eficiencia limitada de estas estrategias de tratamiento, se han buscado
otras alternativas que proporcionen mejores resultados para combatir esta enfermedad.

El tratamiento basado en la hipdtesis de la cascada amiloide plantea la posibilidad de
prevenir la produccion y agregacion de las placas A, asi como también, eliminarlas de modo
que la enfermedad no continte desarrollandose. Por ello, numerosas investigaciones se han
enfocado en el diseno de agentes dirigidos a los péptidos AP y oligdmeros para inhibir la

oligomerizacién o fibrilacion. Entre estos agentes se encuentran péptidos o dominios de
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proteinas, compuestos naturales, ligandos quelatos y complejos metalicos que modulan la
agregacion de especies AP mediante su union a través de diferentes interacciones especificas. !

Por ejemplo, el desarrollo de agentes que reconozcan el nucleo hidrofébico Leul7 a
Ala21 (KLVFF), implicado en la elongacion de fibrillas AP, impediria la formacién de placas
APB. También, se han disefiado agentes quelatos como el clioquinol (CQ, 5-cloro-7-yodo-8-
hidroxiquinolina) y 5,7-dicloro-2-[(dimetilamino)metil]-8-hidroxiquinolina (PBT2) que tienen
la funcidon de acomplejar iones Cu(Il), Zn(Il) y Fe(Il), los cuales facilitan la agregacion de las
placas AP mediante la coordinacidon con los residuos del extremo N-terminal de los péptidos
AB.12

Por otro lado, con el descubrimiento de que los oligdmeros o protofibrillas podrian ser
las especies toxicas que generen la disfuncién neuronal en el AD, se plantea la posibilidad de
acelerar el plegado de estas especies hasta fibrillas maduras. De esta forma, diversas especies
como derivados de la curcumina, orceina y azul de metileno han exhibido propiedades
terapéuticas para esta enfermedad.’

Sin embargo, todos estos tratamientos se encuentran todavia en investigacion. Parte de
la razén por la cual se ha tenido poco éxito en la identificacion de un tratamiento exitoso de
esta enfermedad se debe a que muchos de los farmacos desarrollados no atacan la causa
principal o en algunas ocasiones bloquean una ruta patogénica, pero el efecto es, en el mejor
de los casos, parcial, porque existen multiples factores causales. Por ello, el futuro de la
investigacion en nuevos tratamientos que ralenticen o detengan la progresion del Alzheimer en
una fase temprana de la enfermedad depende intrinsecamente de conocer los mecanismos
bioquimicos y de desarrollar métodos de diagnostico conclusivos y tempranos. Para ello, los
biomarcadores del Alzheimer desempefian un rol esencial en el diagnostico certero y
anticipado. De esta manera, se puede asegurar un tratamiento apropiado segun sea la causa de

demencia.’
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2 BIOQUIMICA DEL ALZHEIMER

2.1 Generalidades del sistema nervioso

El cerebro de una persona adulta sana contiene alrededor de 100 billones de neuronas,
cada una con grandes extensiones ramificadas. Estas extensiones hacen posible la formacion
de conexiones con otras neuronas que permiten el flujo de sefales por todo el sistema nervioso
central (SNC) y periférico (SNP).> La habilidad de crear recuerdos, pensamientos, sensaciones,
emociones y respuestas motoras se basa en este sistema nervioso, el cual cuenta con 2 tipos de

células especializadas: las células nerviosas (neuronas) y las células gliales.?

2.1.1 Neuronas

Las neuronas son las unidades bésicas funcionales del sistema nervioso que se encargan
de recibir, procesar y generar impulsos nerviosos a través de sefiales eléctricas y quimicas, las
cuales permiten que la informacidn pueda ser transmitida a todo el cuerpo.

Como toda célula, las neuronas tienen un cuerpo (conocido como soma), en el cual se
encuentran el nucleo, el reticulo endoplasmatico liso y rugoso, las mitocondrias y el aparato de
Golgi, entre otras organelas celulares. Ademas, al ser un tipo de célula especializada en la
comunicacion neuronal a través de sefales eléctricas y quimicas, posee una estructura tnica

que se muestra en la Figura 2.23%

12



Figura 2: Estructura tipica de una neurona del sistema nervioso
central (Adaptado de 23).

La region especializada donde se transmiten estas sefiales se le denomina sinapsis. Su
propagacion ocurre en una sola direccion, del terminal del axon de una célula presinaptica hacia
una célula postsinaptica, la cual puede ser una célula muscular, la dendrita, el soma o, en raras
ocasiones el axon de otra neurona (Figura 2).%* Existen dos tipos de sinapsis: la eléctrica cuando
la transmision de la sefial se da directamente por el flujo de iones y la quimica cuando la sefial
se transmite por la liberacion de compuestos quimicos, denominados neurotransmisores.>* Esta
ultima es la més comun en humanos; por ello, en este trabajo se dard un mayor énfasis en este
tipo de sinapsis.

En primer lugar, los impulsos nerviosos (potencial de accién) son conducidos desde el
soma hacia el terminal del axén.** Esto ocurre por los ciclos de cambios de voltaje en la
membrana axonal que permiten la apertura de los canales de iones Na" y K dependientes de
voltaje, los cuales posibilitan la entrada o salida de cationes del citosol al fluido extracelular o
viceversa (Figura 3b). De esta forma, ocurre la propagacion del potencial de accion a lo largo

de todo el axon hasta el terminal del axén.?
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Figura 3: Tipos de canales de iones en las membranas neuronales
(Adaptado de 25).

Cuando este impulso nervioso llega al terminal del axon, se produce la entrada de los
iones Ca*?, debido a los canales-dependientes de Ca** de voltaje. Esto genera que, a través de
una cascada de sefiales, las vesiculas quimicas se fusionen con la membrana presinaptica y se
liberen neurotransmisores a la hendidura sinaptica, espacio estrecho entre ambas células. Los
neurotransmisores tardan alrededor de 0.5 ms en cruzar la hendidura sinaptica y ser

reconocidos por los receptores de la célula postsinaptica en las dendritas. (Figura 4).2*

Figura 4: Sinapsis quimica (Adaptado de 24)

Las dendritas se encargan de convertir estas sefiales quimicas en sefiales eléctricas, por
medio de canales-dependientes de ligandos (Figura 3c¢), los cuales permiten la entrada de iones

Na' y K" al reconocer a los neurotransmisores. Estos cambios en la concentracion de iones en
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el citosol generan la despolarizacion en la célula y la activacion del potencial de accion que
permite que se transmita la sefial. Esta sefial culmina cuando deja de haber neurotransmisores
en la hendidura sindptica. Esto puede ocurrir por una degradacion enzimatica, difusion pasiva
o reabsorcion de los neurotransmisores por transportadores a la célula presinaptica. Por otro
lado, si los neurotransmisores se unen a un receptor que activa la entrada de CI o salida de K*
en la célula postsinaptica; es decir, que causa una hiperpolarizacion en la célula, la sefial queda

inhibida.**

2.1.2 Células gliales

Por otro lado, las células gliales son unidades que cumplen un rol importante de soporte
al sistema nervioso. En efecto, se estima que el nimero de células gliales en el cerebro es 10
veces mayor que el nimero de neuronas. Sus funciones esenciales son guiar a las neuronas en
desarrollo a sus destinos, proporcionar las vainas de mielina alrededor de los axones y proveer
de nutrientes y proteccién a todo el sistema nervioso.?* Entre los mas importantes tipos de

células gliales se encuentran las siguientes (Figura 5):

o Astrocitos: Son células que se encuentran en el SNC que proporcionan
nutrientes a las neuronas, regulan las concentraciones de iones y compuestos quimicos en el
fluido extracelular, proveen de soporte estructural en el proceso sinaptico y bloquean
sustancias toxicas que pudieran ingresar al cerebro.??

. Microglia: Son células del sistema inmunoldgico encargadas de degradar las
células muertas y proteger al cerebro de patdgenos invasores en el SNC.??

o Oligodendrocitos y células de Schwann: Forman la sustancia aislante mielina,
la cual cubre los axones de las neuronas en el SNC y PNS, respectivamente. Esta sustancia

juega un rol importante en el sistema nervioso, ya que incrementa la velocidad de
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conduccién de impulsos nerviosos y disminuye la pérdida del potencial eléctrico. Una
diferencia entre ambas células es que varios oligodendrocitos pueden proveer de mielina a
un mismo axon; en cambio, solo una célula de Schwann cubre de mielina a un axén.?

. Satélites gliales: Cubren el cuerpo de las neuronas en el PNS. Ademas, proveen
de nutrientes y soporte estructural a las mismas.?’

o Células ependimarias: Son células que recubren los ventriculos del cerebro y el
canal central de la médula espinal. Estan involucrados en la produccion y el flujo del fluido

cerebroespinal del cerebro a la médula espinal. Este fluido cumple la funcion de proteccion

del cerebro.??

Figura 5: Células gliales en el sistema nervioso central y sistema nervioso perisférico (Adaptado
de 23).

2.2 Biomarcadores del Alzheimer

La fisiopatologia de la enfermedad del Alzheimer comienza con el dafio y la muerte

neuronal en la region del hipocampo, zona del cerebro encargada de la memoria y el

aprendizaje, que luego se extiende por todo el cerebro generando atrofia. Esto causa que el

paciente presente una disfuncion cognitiva irreversible y progresiva.!-

A pesar de que todavia no se conoce completamente la etiologia de esta enfermedad,

diversos estudios han mostrado que la principal causa del Alzheimer estaria relacionada a la
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agregacion de la proteina B amiloide (AB). La deposicion de esta proteina AP, en forma de
oligdmeros, protofibrillas, fibrillas y placas, ocasionaria una cascada patogénica de respuestas
dentro del organismo, como es la formacion intracelular de ovillos neurofibrilares (NFTs),
neuroinflamacién, atrofia debido a la pérdida neuronal, disfuncién sindptica, deterioro
cognitivo y finalmente, la enfermedad del Alzheimer.! A esta hipotesis vigente, desde hace

mas de 30 afos, se le conoce como la hipotesis de la cascada amiloide.

2.2.1 Placas amiloides

La proteina amiloide B es un péptido de 39-43 aminodcidos, generado a partir de una
escision proteolitica de la proteina amiloide precursora (APP), la cual es una glicoproteina
transmembrana que posee un dominio C-terminal corto intracelular y otro dominio N-terminal
largo extracelular.?¢

El procesamiento proteolitico de APP puede ocurrir por dos rutas: amiloidogénica y no
amiloidogénica (Figura 6). En la via no amiloidogénica, la proteina a-secretasa realiza una
escision proteolitica en APP, lo cual libera el fragmento soluble N-terminal (sAPPa) y deja en
la membrana al fragmento C-terminal (aCTF). Posteriormente, sobre aCTF actlia otra proteasa
denominada y-secretasa, la cual permite la formacion del péptido extracelular P3 y el dominio

intracelular APP (AICD).!??

17



Figura 6: Representacion esquematica del procesamiento
proteolitico de APP (Adaptado de 1).

En la via amiloidogénica, APP es degradada por la proteasa f-secretasa, la cual produce
el fragmento N-terminal (sAPP) y el péptido residual BCTF. Sobre este péptido actia la y-
secretasa que genera 2 péptidos amiloides extracelulares (AP40 y AB42) y el AICD. Este ultimo
fragmento intracelular seria el encargado de enlazarse al gen promotor de neprilisin, el cual
expresaria una metaloenzima que degradaria el péptido Ap.!

Ambas rutas proteoliticas pueden ocurrir en organismos sanos. Incluso, existen hipotesis
que plantean que los péptidos AP solubles podrian tener una funcion en el cerebro de una
persona sana. De estas 2 isoformas, el péptido AB40 constituye el 90% del total de AP, mientras
el péptido AP42, a pesar de encontrarse en menor proporcion, es el mas toxico, debido a que
posee 2 residuos hidrofobicos adicionales que facilitan su cinética de agregacion y estabilidad.
Algunos de los factores patologicos que influencian en la formacion de placas son la

disminucién del pH, la hipoxia, la hipercolesterolemia y la deficiencia de Zn.?"?®
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Los péptidos AP presentan un dominio N-terminal hidrofilico (1-28) y una region C-
terminal hidrofobica (29-39/43). Asimismo, en su forma nativa este mondémero muestra una
estructura secundaria intrinsecamente desordenada con, principalmente, hélices o y algunas
hojas B. Los procesos de agregacion de placas AP ocurren por la formacion de hojas B, las
cuales se generan por la interaccion entre los aminoacidos del ntcleo hidrofobico (KLVFF) del
péptido (Figura 6).! De la misma forma, los residuos aromaticos fenilalanina (4, 19 y 20) y
tirosina (10) forman interacciones apilamiento-m que favorecen este proceso de agregacion.?’
Las proteinas mal plegadas son bastante comunes en los desordenes neurodegenerativos como
en la enfermedad del Parkinson, las enfermedades priones y la esclerosis lateral amiotrofica.?8

La agregacion de estos péptidos se da por mecanismos de nucleacion. En primer lugar,
el mondmero APB42 pasa de un estado no plegado a su estado nativo. Posteriormente, estos
mondémeros comienzan a formar estructuras mas largas y ordenadas como oligomeros,
protofibrillas, fibrillas y, finalmente, placas amiloides insolubles, las cuales se depositan en el
parénquima del cerebro (Figura 7). A pesar de la relativa estabilidad que tienen las fibrillas,
estas se encuentran en un equilibrio dindmico con las otras estructuras. La velocidad de

agregacion depende de diversos factores como el pH, la fuerza idnica, la concentracion del

péptido e iones metalicos.!

Figura 7: Representacion esquematica de la agregacion de los
péptidos AP y su toxicidad en la hipotesis de la cascada
amiloide (Adaptado de 1).
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De todas estas estructuras, se propone que los oligdmeros serian las especies mas toxicas.
Esta hipodtesis estd basada en estudios bioquimicos que muestran que la presencia de
oligdmeros solubles correlaciona mejor con las deficiencias cognitivas en pacientes con AD.
No obstante, esta hipotesis todavia sigue en debate, incluso no se conoce si la agregacion de
las placas AP serian la causa o una consecuencia de esta enfermedad.?®

Existen diversos mecanismos de eliminacion de los péptidos y las placas AP (Figura 8).
Entre ellas se encuentran la degradacion por microglias o por peptidasas como la enzima que
degrada insulina (IDE) y la neprilisin (NEP). Asimismo, esta remocion puede ocurrir por la
unién de los péptidos con la lipoproteina receptora de baja densidad (LRP) o las chaperonas
AP (apoE y a2 M), las cuales se encargan de transportar a AP del cerebro hacia el plasma para
su posterior degradacion en el higado o en los rifiones. Sin embargo, este proceso puede darse
en sentido contrario, es decir, es posible que AP pase a través de la barrera hematoencefalica
(BBB) via el receptor para avanzada glicacion en productos terminales (RAGE).3°

Asimismo, se han encontrado maneras de evitar que ocurra la formacion de las placas
AB. Por ejemplo, el bloqueo de las interacciones de los péptidos AB con los iones Zn* y Cu™

impide la agregacion de estos péptidos en forma de placas.*°

Figura 8: Mecanismos de eliminacion y transporte del Ap (Adaptado de 30).
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Numerosos estudios postmortem en pacientes con AD han confirmado la presencia de
placas AP como principal biomarcador para esta enfermedad. Asimismo, segin la hipotesis de
la cascada amiloide, la acumulacion de placas AP desencadenaria una serie de eventos
patologicos como la dishomeostasis de iones metalicos, la produccidon de especies radicales de
oxigeno, estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la hiperfosforilacion de la proteina tau,

la formacion de NFTs y; eventualmente, la muerte neuronal (Figura 7)."?’

2.2.2 Ovillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares (NFTs) estan conformados por ubiquitinas, colinesterasas y
principalmente, por la proteina microtubular tau fosforilada.?® Esta proteina citosolica,
expresada en las neuronas, estd involucrada en los procesos de ensamblaje y estabilizacion del
transporte axonal. Estas funciones son reguladas por modificaciones post-traduccion,
especialmente, por la fosforilacion de los residuos de serina y treonina.®

La proteina tau presenta 6 isoformas, con diferente niimero de exones, expresadas a partir
de un empalme alternativo del mARN del gen MAPT en el cromosoma 17 (Figura 9). Las
isoformas se diferencian en la presencia (tau 4R) o ausencia (tau 3R) de un cuarto dominio
repetido codificado en el exon 10 y en la cantidad de inserciones en el N-terminal. La cadena
polipeptidica posee 3 zonas basadas en su interaccion con los microtiibulos: un extremo N-
terminal 4cido, una region rica en prolinas y un dominio C-terminal basico.?!*?

La interaccion de tau con los microtibulos se da de manera especifica a través de los
dominios de unién de microtibulos (MBDs). Estos MBDs son 3 o 4 dominios repetidos con
31-32 residuos localizados en el extremo C-terminal. Por otro lado, la fosforilacion de las
regiones ricas en prolinas juega un rol importante en las interacciones entre tau y los MBDs,

asi como también favorece la agregacion de la proteina.’!-3
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Figura 9: Isoformas de tau producidas a partir de un solo gen
por un empalme alternativo. Las secciones de color azul, verde
y amarillo representan los exones 2, 3 y 10, respectivamente
(Adaptado de 33).

Un aumento excesivo en la fosforilacion de tau ocasionaria su acumulacion, agregacion
y formacion de ovillos neurofibrilares en las dendritas. De esta forma, se afectaria el transporte
dendritico y axonal, la distribucion de proteinas y organelas, y la sefializacion celular. El
deterioro de todos estos procesos causa neurodegeneracion, muerte neuronal y deterioro
cognitivo.’! A este tipo de desordenes se les conoce como taupatias, las cuales incluyen el AD
y algunas formas de demencia frontotemporales (FTD).*

La fosforilacion de tau estaria modulada por los genes que codifican la proteina
precursora amiloide (APP) y el complejo y-secretasa, conformado por las proteinas presenil-1
(PS-1) y presenil-2 (PS-2). Todas estas enzimas estan involucradas en el procesamiento
proteolitico del péptido AP, el cual al agregarse induce la fosforilacion de tau por la activacion
de la quinasa-1 GSK-3b y la regulacion negativa de la fosfatasa PP2A. Asimismo, los factores
de riesgo asociados al desarrollo del AD como la isoforma de APOEe4 y las condiciones de
estrés oxidativo, también inducirian a la fosforilacion de esta proteina.

Las placas AP, descritas en la seccion anterior, asi como los NFTs son los biomarcadores

mas importantes y estudiados en la enfermedad del AD. La grafica de la Figura 10 muestra la

relacion entre los estadios clinicos del Alzheimer con la concentracion de placas amiloides y
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ovillos neurofibrilares. Al inicio de la grafica, en la fase preclinica de esta enfermedad, se
observa una acumulacion de los dos biomarcadores por un periodo de 10-15 afios. En esta fase
el paciente no desarrolla ningiin sintoma cognitivo que demuestre pérdida neuronal; sin
embargo, hay una ligera disminucion en la integridad neuronal. Eventualmente, en las fases de
MCI y demencia, el individuo presenta un incremento drastico en el contenido de AP y NFTs,

lo cual se relaciona con un gran dafio neuronal y disfuncion sinaptica.®

Figura 10: Cambios de los biomarcadores en relacion con los
estadios clinicos del AD (Adaptado 8).

2.3 Otros biomarcadores

Las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares no son los unicos biomarcadores que
definen el proceso de la enfermedad del AD, ya que existen otros cambios en la estructura y el
funcionamiento del cerebro que podrian contribuir al diagndstico y la prognosis durante la fase
preclinica de esta enfermedad. Por ejemplo, la disminucion de AB42 en el CSF, la presencia de
AP42 en el cerebro, la inflamacion, el estrés oxidativo, la microgliolisis, el hipometabolismo
regional, la atrofia cerebral, el aumento de tau y tau fosforilada en el CSF son algunos de los
biomarcadores reportados en la literatura.®

La inflamacion sistémica es causada por alguna infeccion, una enfermedad cronica o una
sepsis, entre otros factores. Esta respuesta estd marcada por un incremento de las proteinas

citoquinas proinflamatorias (interleuquinas IL y el factor a de tumor de necrosis TNF-a)) que
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atraviesan la barrera hematoencefalica (BBB) y desencadenan una cascada de sefializaciones
en el sistema nervioso central. De esta forma, se induce la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y quimioquinas, las cuales activan a las microglias y a los astrocitos que
protegen al cuerpo de distintos patdgenos. Sin embargo, una activacion prolongada de estas
células gliales podria promover procesos neurodegenerativos (AD) a través de la fagocitosis
sinaptica, la regulacion positiva de quinasas que favorecerian la hiperfosforilacion de tau y la
oligomerizacion de AB.>*

Estudios han demostrado que las personas que padecen de AD o MCI tienden a tener
mayores niveles de citoquinas proinflamatorias, receptores de citoquinas y otros biomarcadores
inflamatorios como la IL-6 y el receptor soluble TNFa en la sangre. Por ello, estos resultados
indicarian que existiria una conexion entre los procesos inflamatorios con la patogénesis de
esta enfermedad.**

De la misma forma, el estrés oxidativo desempefia un rol importante en la enfermedad
del Alzheimer, ya que produce especies radicales de oxigeno (ROS), hidroxilos especialmente,
en presencia de iones metalicos que podrian influir en el metabolismo y promover la agregacion
de AP. Estos radiales libres causan un incremento en la peroxidacién de acidos grasos
polinsaturados, los cuales producen isoprostanos que podrian ser empleados como
biomarcadores en el CSF. Asimismo, como resultado de la oxidacion del ADN se generan 8-
hidroxiguaninas que también son potenciales biomarcadores en el CSF. Por ultimo, el estrés
oxidativo causa un aumento en las células microgliales en el sistema nervioso central que

generaria procesos de neuroinflamacion que desencadenaria el AD.3

2.4 Hipotesis de la cascada amiloide

La hipotesis de la cascada amiloide para la enfermedad del Alzheimer es una de las mas

conocidas, estudiadas y aceptadas por la academia y la industria farmacéutica. Esta hipotesis
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propuesta por Hardy y Allsop hace mas de 25 afos sintetiza la informacion histopatologica y
genética en una sola teoria.>> Ademds, sugiere que la acumulacion y la agregacion de AP en
forma de placas, especialmente AB42, desencadenaria una serie de eventos como la formacion
de NFTs, la interrupcion de las conexiones sinapticas, la activacion de las células microgliales
y los astrocitos que generarian una neuroinflamacion y eventualmente, una pérdida neuronal
que terminaria en el desarrollo del AD (Figura 11).%¢

Los mondémeros AB42 se forman a partir del procesamiento proteolitico de la proteina
amiloide precursora (APP). Estos péptidos extracelulares empiezan a agregarse en forma de
oligdbmeros, fibrillas y placas que interaccionan con las membranas neuronales, alterando la
transduccion de sefiales y la actividad neuronal. Esto genera la activacion de las células
microgliales, las cuales incrementan la produccion de citoquinas (IL-1p y TNF-a) que
atraviesan la BBB para activar los astrocitos ¢ inducir la producciéon de al-antiquimotripsina
(ACT), a2-macroglobulina (a2 M) y la apolipoproteina (apoE). Ademads, las células
microgliales y las neuronas producen otros factores complementarios que causan la pérdida
sindptica y el dafio neuronal.'®¢

Asimismo, la agregacion de las placas AP en los vasos sanguineos del cerebro origina
angiopatia amiloide cerebral (CAA), la cual disminuye el suministro de oxigeno y nutrientes
que llegan al cerebro e impide la eliminacion de los productos metabolicos en el sistema
nervioso central. Esto ocasiona microinfartos que promueven la activaciéon de astrocitos y
microglia.!6-3

También, la acumulacion de las placas AP causa la activacion de las quinasas y la
inhibicion de las fosfatasas, lo cual genera la hiperfosforilacion de tau y la formacion de NFTs
y neuritas distroficas en las dendritas. De esta forma, se bloquean los procesos de transporte y
sefializacion celular, lo cual origina que las neuronas se vuelvan disfuncionales y

eventualmente, mueran.®
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La proteina a-sinucleina (a-SN), encontrada en los cuerpos de Lewy de la enfermedad
del Parkinson, es expresada abundantemente en el cerebro en situaciones de estrés oxidativo.
Su principal funcién es interactuar con las vesiculas sindpticas en las dendritas, sin embargo,
los estudios sugieren que estaria involucrada en la patogénesis del AD, pues induciria a la
fosforilacion y agregacion de tau mediante la formacion de un complejo con la fosfatasa GSK-
3 B-31

La lipoproteina apoE, expresada en el cerebro luego de que ocurre un dafio en las
neuronas, desempefia un rol de proteccion y reparacion mediante el transporte de colesterol a
las membranas. No obstante, la isoforma de apoE4 es menos efectiva en estos procesos de
sefializacion, ya que es mas susceptible a sufrir una prote6lisis intraneuronal. Ademads de la
funcion de transporte de colesterol a las membranas, apoE tiene el rol de unirse con las placas
AP y formar complejos estables, para luego transportarlos del cerebro a la periferia. Algunos
estudios han demostrado que este transporte de las placas AP es menos efectivo con la isoforma
de apoE4, en comparacion con apoE2 y apoE3. Esto genera que la proteina apoE4 incremente
la produccion de AP e impida su eliminacion. Asimismo, cuando esta proteina se expresa en
una neurona con estrés oxidativo, apoE4 se fragmenta en residuos neurotoxicos que

desestabilizan el citoesqueleto e impiden las funciones mitocondriales.'%3¢
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Figura 11: Representacion esquematica de la hipotesis de la cascada amiloide (Adaptado de 16).

Toda esta cascada de eventos originada a partir de la agregacion del péptido AB42 en
forma de placas constituye la hipdtesis de la cascada amiloide. Esta teoria ha sido de mucha
utilidad en los ultimos afos, pues ha permitido el desarrollo de nuevos farmacos y métodos de
diagnostico a partir de algunos de los biomarcadores de esta hipotesis. En el siguiente capitulo,
se estudiaran los diferentes métodos de diagnodstico de estos biomarcadores, con especial
énfasis en los radiofarmacos comerciales y en exploracion basados en complejos con metales

de transicion.
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3 DIAGNOSTICO BASADO EN TECNICAS DE IMAGEN

Actualmente, el diagndstico de Alzheimer esta basado en la historia clinica del paciente,
en examenes neuroldgicos, psiquiatricos y de laboratorio.® Los exdmenes formales cognitivos
resultan ser muy utiles para determinar la situacion clinica y evitar confusiones con otro tipo
de enfermedades como la depresion. Asimismo, los diferentes exdmenes neuropsicologicos
evaluan al paciente en diferentes areas como son la orientacion, intelecto, lenguaje, memoria,
atencion, concentracion, habilidades visuales/perceptivas, funciones sensorial-motoras,
personalidad y estado de &nimo. También se toman algunos examenes de laboratorio, como los
de sangre, los cuales ayudan a descartar otras posibles causas de este tipo de sintomatologias
como son la presencia de un tumor y la falta de vitaminas, entre otros. Con esta informacion es
posible presumir que el paciente padezca de demencia por Alzheimer.>

Sin embargo, hasta el momento el diagndstico de demencia debido a la enfermedad del
Alzheimer solo puede ser confirmado mediante una biopsia del cerebro del paciente.® No
obstante, debido a que el proceso de dafio cerebral por el AD comienza en la fase preclinica
con la agregacion de placas AP y la formacion de NFTs, es posible hacer un diagnostico
temprano de esta demencia si se detectan estos biomarcadores antes de que ocurra la
neurodegeneracion significativa en el paciente.!®

Por ello, nuevos avances en la tecnologia y la ciencia han permitido desarrollar técnicas
de neuroimagen y examenes bioquimicos del fluido cerebroespinal (CSF) y del plasma
sanguineo para la deteccion de estos biomarcadores del Alzheimer en la fase preclinica.®

En este documento se describiran las técnicas y farmacos de neuroimagen de uso actual
y aquellos que se encuentran en etapas de exploracion, los cuales van a permitir detectar

algunos de los biomarcadores presentes en el AD. Entre las técnicas de neuroimagen mas
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empleadas para el diagndstico de esta patologia se encuentran la imagen por resonancia

magnética y la tomografia por emision de positrones.

3.1 Imagen por resonancia magnética (MRI)

El MRI es una técnica de imagen no invasiva con alta resolucion espacial que se basa en
el fendmeno de resonancia magnética (Figura 12). Este fendmeno consiste en la alineacion de
los espines de los protones del agua por un fuerte campo magnético externo de 1.5-3T (Bo).
Luego, se induce un pulso de radiofrecuencia (RF) en el paciente, el cual fuerza a los espines
de los protones a salir de ese estado de equilibrio. Una vez que el RF se detiene, los espines
nucleares se relajan y vuelven a alinearse con el campo magnético, generando una corriente
inducida, la cual es detectada por una bobina de alambre y transformada en imagenes. La
amplitud de esta sefial detectada es proporcional a la concentracion de protones y varia segiin
los cambios en el ambiente y la naturaleza quimica de las moléculas que rodeen estos
protones.’’

Para mejorar la calidad de las imagenes se suelen emplear agentes de contraste basados
en metales con un alto momento paramagnético (Gd™ y Fe*), los cuales aumentan el tiempo
de relajacion de los espines y, de esta forma, incrementan la sensibilidad, el contraste y el
procesamiento de estas imagenes. De esta manera, es posible distinguir y visualizar la

estructura de distintos 6rganos y tejidos del paciente.?’

Figura 12: Componentes de un equipo de resonancia magnética (MRI) (Adaptado de 69).
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Existen diferentes modalidades de esta técnica de imagen que permiten obtener distinta
informacion acerca del diagnodstico del AD. Entre las mas importantes se encuentran el MRI
estructural y el MRI funcional (fMRI).?8

En pacientes con AD, el MRI estructural permite observar una reduccion en la region
frontotemporal y del hipocampo del cerebro, los cuales estan involucrados en los procesos de
memoria (Figura 13). Esta disminucion anatdémica, conocida como atrofia, supone la transicion
del paciente de una fase preclinica a una fase MCI, o de una fase MCI a la fase de demencia
por AD.? De hecho, un estudio de meta-analisis estimo que la atrofia media temporal podia
predecir el cambio en el estado de un paciente con MCI a demencia por AD con un 73% de
sensibilidad y 81% de especificidad.** Asimismo, la técnica MRI con alta resolucion
cuantitativa permite discriminar el AD del proceso comun de envejecimiento, el cual presenta

este mismo biomarcador.?¢

Figura 13: Vista axial del cerebro de un paciente con Alzheimer tomada por
MRI estructural para cuantificar la velocidad de atrofia anual.

Esta region de atrofia es representada con una escala de colores, donde el azul
oscuro representa que la velocidad anual de atrofia es de 0.4% y el
amarillo/verde es de 1%.3

Sin embargo, la atrofia y el deterioro cognitivo ocurren en la mayoria de trastornos
neurodegenerativos, es decir, aunque se observe una disminucion en el volumen de ciertas
regiones del cerebro, esta técnica no confirma que el paciente padezca una forma particular de
demencia. Por tanto, empleando solo MRI no es posible realizar un diagnostico certero y, en
consecuencia, tampoco tratar adecuadamente al paciente.’

Por otro lado, la resonancia magnética funcional (fMRI) es una técnica de neuroimagen
empleada para la obtencion de imagenes de las zonas del cerebro con mayor actividad. El

principio de esta técnica esta basado en las diferencias de concentraciones de oxihemoglobina
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y desoxihemoglobina en la sangre; es decir, esta técnica depende de los niveles de oxigeno en
la sangre (BOLD). Una alta concentracion de desoxihemoglobina (paramagnético) en los
glébulos rojos causa una alteracion en el campo magnético de los protones del agua, lo cual
termina disminuyendo la sefial MRI, generando que esta region en la imagen se vuelva oscura.
En cambio, la oxihemoglobina (diamagnético) no desencadena un efecto magnético relevante
en la imagen obtenida.*

El cerebro, al ser el 6rgano més activo metabdlicamente, no presenta reservas energéticas
ni de oxigeno, por lo que depende exclusivamente del suministro de nutrientes a través de la
sangre. Asi, cuando una neurona es activada, inmediatamente, la célula comienza a metabolizar
una mayor cantidad de oxigeno de las oxihemoglobinas en los capilares, lo cual aumenta las
moléculas de desoxihemoglobina. En base a esto, se esperaria una disminucion en la sefial en
las regiones de activacion en el cerebro, debido al mayor numero de moléculas paramagnéticas.
No obstante, la presencia de neurotransmisores induce la liberacion de compuestos quimicos
por los astrocitos hacia las arterias para dilatarlas e incrementar el flujo de sangre cerebral
(CBF) a la neurona en actividad. Por ello, aunque la célula esté consumiendo mas oxigeno, el
volumen de sangre con oxihemoglobina que llega a la neurona es mucho mayor. En
consecuencia, se observa un aumento en la sefial MRI en las células activas, en comparacion,
con las células inactivas.***! Las imagenes que se obtienen al final del analisis son el resultado
de estimulos visuales que recibe el paciente cada 30 segundos. De esta forma, se espera que la
sefial aparezca y desaparezca con la presencia o ausencia de los estimulos, respectivamente.*’

La pérdida de neuronas en el l16bulo temporal medio y el hipocampo es muy comun en la
enfermedad del Alzheimer. Esta pérdida coincide con la deficiencia de la actividad cognitiva,
la cual puede ser detectada por la técnica de imagen no invasiva fMRI. En pacientes con AD
se observa una hipoactivacion en el 16bulo medio temporal (Figura 14). En cambio, en

individuos en la fase preclinica de esta enfermedad, donde todavia no hay mucho dafio
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neuronal, se puede visualizar una hiperactivacion en la misma region del cerebro debido a que

el cuerpo trata de compensar esta ineficiencia funcional.*®

Figura 14: Vista lateral del hemisferio izquierdo del cerebro de un paciente con AD tomada por fMRI para evaluar
la deficiencia en la actividad neuronal. El color celeste representa una mayor deficiencia, mientras que el color
azul una menor deficiencia neuronal.®

3.2 Tomografia de emision de positrones (PET)

La medicina nuclear es una rama de la medicina que se encarga del diagndstico y
tratamiento de enfermedades mediante técnicas que emplean radiois6topos en concentraciones
muy bajas, con lo cual se logra obtener imagenes de 6rganos y tejidos del paciente.*?

Una de las técnicas mas conocidas en esta area es PET (Tomografia de Emision de
Positrones, por sus siglas en inglés). Esta técnica emplea pequetias moléculas marcadas con
radioisotopos denominadas radiofarmacos, los cuales deben ser introducidos en el paciente por
via intravenosa, oral o alguna cavidad corporal. Dichos compuestos, debido a sus propiedades
quimicas particulares interactlian con organos o tejidos selectivamente. El radioisétopo se
desintegra emitiendo positrones, de manera no invasiva en el paciente, los cuales
eventualmente colisionan con un electréon del medio para producir dos fotones de radiacion
gamma que viajaran en direcciones opuestas. Los detectores ubicados alrededor del paciente
detectan los pares de fotones que permiten recrear una imagen tridimensional del 6rgano o

tejido.*** (Figura 15)

32



Figura 15: Funcionamiento de la Tomografia de
Emision de Positrones (PET) (Adaptado de 53).

El desarrollo de esta técnica y de radiofdirmacos que interactiien con biomarcadores
especificos abre nuevas posibilidades para el diagnostico de distintas enfermedades, entre ellas
el AD.

En estas dos ultimas décadas, se han sintetizado diferentes radiofarmacos que cruzan la
BBB y se asocian con las placas AP para poder diagnosticar el AD a través de una imagen PET
no invasiva. La mayoria de estos compuestos presentan una estructura quimica similar a la de
los estilbenos y benzotiazoles. Ambas estructuras contienen sistemas de anillos aromaticos
conjugados y rigidos con grupos donadores de electrones, lo cual hace posible que estas
moléculas entren en los bolsillos hidrofobicos de las placas AP y se unan a los residuos de

aminoéacidos aromaticos mediante interacciones mt-m.**
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Figura 16: Estructuras de distintas moléculas estudiadas por su afinidad a las placas Ap en cerebros de
pacientes con AD postmortem.

Algunos de los pigmentos organicos conjugados que han sido estudiados por su afinidad
a las placas AP en cerebros de pacientes con AD postmortem son el Congo rojo, la crisamina
G (CG) y las tioflavinas S y T (ThS y ThT), entre otros (Figura 16).4*

En la Tabla 2, se observa que los compuestos (4)-(10) (Figura 16) presentan una baja
constante de inhibicion (Xj;), lo cual indica que tienen una alta afinidad por las placas AP y
requieren una baja concentracion para unirse a ellas selectivamente. Esto demuestra que los
radiofarmacos derivados de los benzotiazoles y estilbenos con grupos donadores de electrones
(aminas o hidroxilos) muestran una mayor afinidad por estos biomarcadores. En cambio, los
compuestos con una estructura distinta como bifenilos (1) y naftalenos (3) muestran una menor
interaccion con las placas AB. Asimismo, las moléculas cargadas, como la tioflavina (2), tienen
una mayor dificultad para atravesar la BBB e ingresar al cerebro. Por esta razon, su constante

de inhibicion es significativamente alta en comparacion con las K; de otros compuestos.
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Tabla 2: Constantes de inhibicion (K;) de varios compuestos que compiten con el ['*F]-AV-45 por su unién con
las placas A en cerebros de pacientes con AD postmortem (Adaptado de 44)

Compuesto Ki (nM) Compuesto Ki (nM)
Crisamina G (CG) (1) >1000 BTA-1 (6) 1.28 £0.46
Tioflavina T (2) >1000 IMPY (7) 1.29+0.46
FDDNP (3) 172+ 18 GE-067 (3'-F-PIB) (8) 0.74 £ 0.38
PIB (4) 0.87 £0.18 BAY 94-9172 (AV-1) (9) 222 +0.54
AZD2184 (5) 1.70 £ 0.54 AV-45 (10) 2.87+0.17

Estudios de dinamica molecular muestran las posibles interacciones entre la secuencia
de aminoécidos del péptido amiloide (DFGAILS) y los agentes de imagen ThT (2) y [!!C]-PIB
(4) (Figura 17). La simulacion de esta fibrilla consiste en una capa doble de 10 hojas B
antiparalelas, de esta manera, se forman los bolsillos entre ambas capas. Dentro de todos los
posibles sitios de union que puede tener la fibrilla, los bolsillos hidrofoébicos de las caras
superiores e inferiores presentan una mayor afinidad por el ThT y el [!!C]-PIB, debido a las
interacciones m-m. Sin embargo, si se compara el ThT con su analogo neutro ['!C]-PIB se
observa que la union de este tltimo con las placas A es energéticamente mucho mas favorable,
como se demuestra en la Tabla 2.

No obstante, una alta afinidad por las placas AP no basta para ser un agente de
diagnostico Optimo para el AD. Existen otros requisitos que debe cumplir un radiofarmaco,
entre los cuales se encuentran: una alta selectividad, eficiencia en el rendimiento de marcaje
isotdpico, un peso molecular inferior a los ~500 g/mol, una alta y rdpida asimilacion en el
cerebro, una eliminacion eficiente en un corto periodo de tiempo, y una lipofilicidad de
logP=0.1-3.5.** Este tiltimo parametro fisicoquimico hace referencia al coeficiente de particion
de una molécula entre una fase hidrofilica (agua) y una fase lipofilica (octanol). Es decir, una
molécula con un menor logP serd mas hidrofilica y podra ser transportada rapidamente por la
sangre hasta el cerebro, pero tendra mayores dificultades para atravesar la BBB. En cambio,
una molécula con un mayor logP serd mas lipofilica y permeable por la BBB; sin embargo, su

alta hidrofobicidad dificultaria su transporte por la sangre. Por ello, un farmaco 6ptimo debera
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presentar un logP intermedio, de tal forma que sea soluble en la sangre y logre cruzar la BBB
eficientemente.*

Todas estas propiedades varian de los ensayos in vitro a los ensayos in vivo, pues muchas
de las moléculas de la Figura 18 suelen ser inestables, poco selectivas e incluso no logran
atravesar la BBB. Por ello, es de suma importancia contar con informacion de ensayos in vivo.
En ese sentido, entre los radiofarmacos que han resultado exitosos en la caracterizacion de
placas AP en ensayos in vivo se encuentran aquellos que presentan radioisétopos de ''C, *F y

metales de transicion.>*748

Figura 17: Representacion de la superficie de las fibras A
simuladas unidas a la Tioflavina T y PIB. El incremento en la
intensidad de color en estas moléculas indica una mayor afinidad
con las fibrillas (Adaptado de 45).

3.2.1 Agentes de diagndstico basados en !'C
Los radiofirmacos basados en el radioisétopo de ''C han demostrado tener una gran

capacidad para unirse selectivamente a las placas AB.*” Lamentablemente, el principal desafio
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de emplear este radioisotopo es su corto tiempo de vida media (ti2= 20 min). Esto genera que
su aplicacion se encuentre mayormente en centros médicos que cuenten con un ciclotron y un
equipo de profesionales especializados en radioquimica.*” A continuacion, se muestran algunos
de los radiofarmacos de ''C que han presentado una gran afinidad a las placas Ap en humanos

con AD (Figura 18).

Figura 18: Agentes de radioimagen de ''C afines a las placas AP

El compuesto B de Pittsburgh (!!C-PIB) (Figura 18), andlogo a las tioflavinas, es uno de
los radiofarmacos que ha sido mas estudiado para el diagnostico de Alzheimer por PET, debido
a su eficiente interaccion con las placas AB. Esta unién no ocurre con los péptidos u oligdmeros
AP solubles, ya que estas estructuras no poseen los bolsillos hidrofébicos con los cuales
interactiia este radiofarmaco. En individuos con AD se observa la retencion de este compuesto
en regiones cerebrales especificas, tipicamente asociadas a la corteza prefrontal y a las areas

del prectineo y cinguladas (Figura 19).%°
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Figura 19: Vista axial del cerebro de un paciente con
Alzheimer tomada por [''C]-PIB PET para
cuantificar el contenido de placas APB. La escala de
colores representa con rojo una mayor retencion de
['!C]-PIB y con negro o azul oscuro una menor
retencién de [!'C]-PIB.**

Para demostrar esta asociacion, se realizé6 un estudio por 20 = 3 meses con 206
individuos: 35 con demencia debido al AD, 65 con MCI y 106 controles sanos. Al aplicar el
radiofarmaco y analizar los resultados por PET, se obtuvo que el 97% de individuos con AD,
el 69% con MCl y el 31% de controles sanos presentaron una alta retencioén de [!'C]-PIB en el
cerebro. Luego de 20 meses, se realizd nuevamente el analisis y se observo un incremento en
la retencion de [''C]-PIB del 5.7% en pacientes con AD, 2.1% en individuos con MCl y 1.5%
en los controles sanos, en comparacion con los andlisis iniciales. Ademas, la progresion a
demencia por AD ocurri6 en el 67% de individuos con MCI que mostraron una alta sefal de
[''C]-PIB al inicio. Sin embargo, el 20% de personas con MCI que tuvieron una baja afinidad
por ['!C]-PIB presentaron otras demencias. Por otro lado, el 16% de los controles sanos con
alta retencion de [!'C]-PIB desarrolld MCI o AD en esos 20 meses y el 25% en 3 afios.’! Este
estudio muestra la gran diferencia en la afinidad del compuesto ['!C]-PIB entre pacientes con
AD e individuos cognitivamente sanos, lo cual hace a este un agente de diagnéstico atractivo
para poder predecir y monitorear el desarrollo de esta enfermedad.

Por otro lado, el 4-N-metilamino-4 -hidroxiestibeno (['!C]-SB-13) (Figura 18), presenta
una gran afinidad por los agregados AP in vitro (K; = 6 nM). Asimismo, este radiofarmaco
muestra una lipofilicidad moderada (logP=2.36), gran penetracion y eliminaciéon efectiva en
los bioensayos realizados en ratones. También, se hizo un estudio en pacientes con AD y en

individuos cognitivamente sanos que tenian entre 54-77 afios, donde se comparaban los agentes
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de imagen [''C]-PIB y [''C]-SB-13. De esta forma, se demostré que ambos radiofarmacos
presentaban una alta retencion en las cortezas de las regiones frontales y posteriores del 16bulo
parietal y temporal en pacientes con AD. Esto indica que el [!'C]-SB-13 es una molécula que
se compara en eficiencia con el [!'C]-PIB, ya que ambos permiten discriminar a los pacientes

con AD de individuos cognitivamente sanos.>?

3.2.2 Agentes de diagnostico basados en '*F

Los radiofirmacos basados en 'C han demostrado una gran afinidad por las placas AP
en pacientes con AD, sin embargo, la principal desventaja de estos agentes de contraste es su
corto tiempo de vida media (ti2 = 20 min). Por ello, para mejorar estos radiofdirmacos se han
sintetizado otras moléculas con el radioisotopo '8F, el cual presenta un tiempo de vida media
de 110 minutos. Esto facilita su manipulacion y distribucion desde el lugar de sintesis en el
ciclotrén hacia el centro médico, donde es aplicado al paciente.*’

Uno de los radiofarmacos de '*F mas empleados en PET debido a su diversidad de
aplicaciones en varios tipos de cancer, escaneo de huesos y enfermedades neuronales, es el
analogo fluorado de la glucosa, conocido como fluorodesoxiglucosa (['*F]-FDG) (Figura 20).4

Las neuronas en accion de una persona sana metabolizan grandes cantidades de glucosa
para obtener energia; sin embargo, en pacientes con Alzheimer que presentan una supresion en
la funcién sinaptica metabolizan una menor cantidad de glucosa.>® La toma de imagenes por
PET ['®F]-FDG a un paciente con AD permite observar una reduccion de la sefial en la zona
del precuneo, el lobulo lateral parietal y el 16bulo temporal (Figura 21). Estas regiones del
cerebro que presentan hipometabolismo correlacionan con la alta retencién de [!'C]-PIB y, por
tanto, con la deposicion de las placas AB. En ese sentido, estos estudios demuestran que el
['®F]-FDG es un agente de imagen robusto capaz de predecir la velocidad del deterioro

cognitivo progresivo en la enfermedad del Alzheimer.>*
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Figura 21: Vista axial del cerebro de un individuo sano
y de un paciente con Alzheimer tomada por ['®F]-
FDGPET. La escala de colores representa con el color
rojo un mayor metabolismo de glucosa, mientras que
el color azul indica un menor metabolismo de
glucosa.’
Ademis del ['®F]-FDG, se han estudiado diversos agentes de contraste con radioistopos
de 8F que son afines a las placas AB y han sido aprobados por la FDA. Entre ellos se

encuentran: el flutemetamol (['*F]FPIB), el florbetaben (['*F]AV-1) y el florbetapir (['*F]-A V-

45) (Figura 22).!

Figura 22: Agentes de radioimagen de '8F afines a las placas A aprobados por la FDA
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El radiofarmaco [!'C]-PIB ha probado ser un buen agente de imagen afin a las placas A
en cerebros de pacientes que presentan Alzheimer. Por ello, para que este sea mas accesible a
todos los centros médicos se reemplaza el radioisotopo de ''C por el '8F que presenta un mayor
tiempo de vida media.’® De esta forma, se sintetiza el flutemetamol (['*F]FPIB), el cual ha
probado tener afinidad a las placas AP tal como su analogo [''C]-PIB. Estudios in vivo en
personas sanas y con AD han demostrado que existe una gran correlacion con el radiofarmaco
[''C]-PIB (0.89-0.92).5

Por otro lado, el compuesto ['®F]-AV-1 es el analogo al radiofarmaco ['!C]-SB-13, con
la diferencia de que el grupo hidroxilo en la posicion 4 ha sido reemplazado por el
polietilenglicol (PEG), cuyo ultimo metilo contiene al radioisétopo '8F. La variacién en la
longitud de esta cadena hidrofobica permite cambiar la lipofilicidad de toda la molécula.*® Una
de las grandes ventajas de este compuesto es que presenta una alta afinidad por las placas Ap
(Ki= 6.7+0.3 nM) en cerebros de pacientes con AD postmortem y atraviesa rapidamente la
BBB en ensayos in vivo con ratones (8.14 = 2.03 %dosis/g de cerebro en 2 minutos luego de la
inyeccion intravenosa). Adicionalmente, este radiofarmaco es eliminado del cerebro en un
corto periodo de tiempo (1.2-2.6 %dosis/g de cerebro luego de 60 minutos).*

Estudios realizados en pacientes con Alzheimer y en individuos sanos empleando el
radiofarmaco ['®F]-AV-1, demostraron una alta retenciéon de este compuesto en la corteza

frontal del cerebro con AD (Figura 23).

Actualmente, este agente se encuentra en la fase
clinica III y se espera que proximamente sea empleado para el diagnostico de esta

enfermedad.”’

41



Figura 23: Vista axial del cerebro de un paciente con
AD (izquierda) y de un control sano (derecha)
tomada por ['*F]-AV-1 PET.*

Con el propésito de explorar otros compuestos que se unan selectivamente a las placas
AP, se probé reemplazar un atomo de C del anillo aromatico del ['®F]-AV-1 por un dtomo de
N. De esta manera, se forma un analogo a la estirilpiridina denominado florbetapir (['*F]-AV-
45). Este radiofarmaco, también presenta una alta afinidad por las placas AP (K; =2.87 £ 0.17)
en cerebros de pacientes con AD postmortem. Ademas, los estudios en humanos han mostrado
que este agente de diagnostico atraviesa la BBB rapidamente, lo cual permite la deteccion de

las placas AP luego de 30 minutos de su inyeccion.’®

3.2.3 Agentes de diagnostico basados en metales

Los radiofarmacos basados en radioisétopos de ''C y '8F presentan gran afinidad por las
placas AP; sin embargo, todavia tienen ciertas desventajas que impiden que sean candidatos
ideales para realizar un diagndstico por PET.

Entre algunas de estas desventajas se encuentra el tiempo de vida media de ambos
radiois6topos, pues a pesar de que el del '8F es mayor (109.7 min) al del ''C (20.4 min), sigue
siendo corto si se toma en consideracion que el radiofarmaco debe sobrevivir todo el recorrido
desde el lugar de fabricacion a los hospitales locales, la administracion a los pacientes y la

duracion del examen PET. Ademas, ambos radioisotopos, ''C y !®F, tienen que ser
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incorporados covalentemente en la molécula, lo cual requiere que procedimientos de sintesis y
de purificacién mas elaborados, sean realizados in situ en los hospitales.*’

Frente a esta problematica, surge la idea de sintetizar radiofairmacos basados en
radioisotopos de metales de transicion. Estos elementos tienen la ventaja de presentar un mayor
tiempo de vida media (ti2 = 60.55min — 10d) y, ademas, pueden incorporarse de manera mas
rapida, sencilla y con mayores rendimientos en el radiofarmaco. La forma mas comun de
preparar este radiofarmaco es a partir de kits, los cuales contienen el ligando organico, la sal
del radioisdtopo metdlico y, en algunas ocasiones, agentes reductores. El rendimiento de estas
reacciones de acomplejacion suele ser bastante alto, superior al 90%.%° Este método ha sido
bastante exitoso y es empleado en la actualidad para la preparacion de radiofarmacos de *™Tc
utilizados en la tomografia computarizada por emisién de fotén tinico (SPECT).*7:6!

En la siguiente tabla, se muestran los radioisdtopos metalicos mas empleados en el
diagnostico de enfermedades por imagenes y en radioterapia (Tabla 3). Como se puede
observar, el tiempo de vida media de la gran mayoria de estos radioisdtopos es bastante superior
en relacion con el tiempo de vida media del !'C y el 'F. Sin embargo, este no es el inico factor
que debe ser tomado en consideracidon para elegir un radioisdtopo, pues el tipo de emision
nuclear (a, B—, B+, v), sus energias, la disponibilidad, sus propiedades fisicoquimicas para
reconocer los sitios activos de la enfermedad y el costo econdmico son aspectos a considerar

antes de su eleccion.
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Tabla 3: Propiedades nucleares de los radioisotopos metalicos mas utilizados en el diagndstico por
imagenes y radioterapia (Adaptado de 60).

Radionucleo Tipo de particulay energia | Emisién gamma tie
de emisién (%) (%)
Cu-64 0.653 MeV B* (17.6%) 511 keV 12.7h
Decaimiento EC (43.9%)
Cu-67 0.562 MeV 184.6 keV 2.58d
93.3 keV
91.3 keV
Ga-67 Decaimiento EC 393.5 keV 3.2617d
300 keV
184.6 keV
93.3 keV
Ga-68 0.836 MeV B (90%) 1077 keV 67.71 min
Decaimiento EC (10%) 511 keV
Zr-89 0.902 MeV B (22.74%) 511 keV 327d
Decaimiento EC (77.26%) 909 keV
Y-90 2.28 MeV B 64.053 h
Rh-105 0.5672 MeV B° 318.9 keV 35.36 h
In-111 Decaimiento EC 245 keV 2.8047 d
171 keV
Pm-149 1.072 MeV B (95.9%) 286 keV 53.08 h
Sm-153 0.8076 MeV 103 keV 46.50 h
Tb-161 0.593 MeV 74.6 keV 6.89d
Dy-166 0.4868 MeV B 82.5 keV 81.6 h
Ho-166 1.8547 MeV B- 80.57 keV 26.824 h
Lu-177 0.498 MeV 208.4 keV 6.647d
112.95 keV
Re-186 1.07 MeV 137.2 keV 3.7186 d
Re-188 2.12 MeV B 155 keV 17.003 h
Au-198 1.372 MeV 411.8 keV 2.695 d
Au-199 0.452 MeV B 208.2 keV 3.139d
158.4 keV
Bi-212 2.252 MeV B (64.06%) 727.3 keV 60.55 min
6.09 MeV a (35.94%)
8.78 MeV a (Po-212)
Ac-225 5.83 MeV a 99 keV 10d
6.34 MeV a (Fr-221)
7.07 MeV a (At-217)
1.423 MeV B (Bi-213)
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3.2.3.1 Disefio de radiofarmacos basados en metales

El éxito de los radiofarmacos en la medicina nuclear estd basado en poder dirigir
selectivamente las moléculas marcadas con el radioisétopo al sitio activo de la enfermedad. En
ese sentido, algunos de los radiofarmacos empleados en el diagnostico y en el tratamiento de
ciertas patologias van a estar conformados por un radioisétopo metéalico acomplejado por un
ligando biolégicamente activo.’ En la Figura 24, se muestra de manera esquematica las dos
estructuras mas comunes con las que se disefian los radiofarmacos metalicos utilizados para el
diagnodstico de Alzheimer. Los complejos tipo A tienen el ligando afin a las placas AP unidos
al ligando quelato del metal a través de un conector. Este enlazador/conector no debe de
interferir en la farmacocinética ni en la afinidad del radiofarmaco; por ello, suelen ser de
longitud y grupos funcionales variables (cadenas alifticas, aminoacidos simples o pequeios
heterociclos). En cambio, en los complejos tipo B los ligandos selectivos al biomarcador
forman parte de la esfera de coordinacion del metal. A estos ligandos, en ambos complejos, se
les denomina agentes quelatos bifuncionales (BFCA), ya que desempefian el rol de coordinar
al metal y enlazarse selectivamente a las placas Af; de esta forma, se minimiza la acumulacion

de radioactividad en un tejido u 6rgano sano.!*°

Figura 24: Representacion esquematica de los dos tipos de
complejos metalicos empleados para el diagnostico de Alzheimer
(Adaptado de 1).
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Las caracteristicas principales que se debe de tener en consideracion para el disefio de un
radiofarmaco efectivo y seguro para el Alzheimer son las siguientes: estabilidad
termodindmica, cinética, selectividad, permeabilidad por la BBB y toxicidad. En ese sentido,
los ligandos quelatos juegan un rol fundamental en todas estas caracteristicas; por ello, se han
desarrollado y probado numerosos BFCAs en los tiltimos afios.*

Cuando los radiofarmacos son introducidos en el cuerpo, generalmente de manera
intravenosa y a bajas concentraciones, deben ser cinéticamente inertes y termodindmicamente
estables bajo condiciones fisiologicas. El acomplejamiento efectivo del BFCA al radiois6topo
metalico va a depender de la naturaleza y el estado de oxidacion del metal, pues cada centro
metalico requiere para su estabilidad e inercia de distintos atomos donadores de densidad
electronica. La constante de disociacion (Kofr) va a determinar la estabilidad in vivo del
complejo (Ks= kon/ kofr), por ello, una menor kosraumentaria la estabilidad del radiofdrmaco y,
en consecuencia, evitaria la liberacion del radioisétopo metélico en cualquier parte del cuerpo,
minimizando la emision de radiacion innecesaria y la toxicidad en distintos 6rganos y tejidos.
Adicionalmente, en algunos casos el BFCA provee estabilidad redox al metal, ya que evita que
este pueda oxidarse o reducirse haciendo que se pierda la actividad del radiofdrmaco. Por
ejemplo, se suelen emplear este tipo de ligandos en los complejos de Re y Tc que son
susceptibles a oxidarse a sus especies perrenato (VII) o pertecnato (VII). De la misma forma,
se utilizan los BFCA en los complejos de Cu(Il) y Au(IIl), los cuales tienden a reducirse a
Cu(I) y Au(0).%°

La penetracion del complejo a través de la BBB es otro de los factores que se deben de
tomar en consideracién cuando se disefia un farmaco. Usualmente, los complejos de menor
tamano y neutros difunden de manera pasiva, aunque en ocasiones es necesario incorporar
algunas moléculas o grupos funcionales al complejo que aumenten la lipofilicidad, de tal forma

que se favorezca el transporte hacia el cerebro.®? Una manera de cuantificar el rango 6ptimo de
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lipofilicidad que debe de presentar un farmaco para cruzar la BBB eficientemente es de un
logP=0.1-3.5.4748

Este rango optimo de lipofilicidad es vital, ya que compuestos con caracteristicas muy
lipofilicas presentan mayores niveles de deposicion en el higado, el pulmoén y el vaso, ademas
de que son susceptibles al metabolismo por las enzimas P450.* A esto se le suma, su posible
union con algunas proteinas séricas como la albimina, lo cual disminuye la concentracion del

1.47 Otra complicacion asociada a la difusion

radiofarmaco que llega al sistema nervioso centra
de moléculas por la BBB es la glucoproteina-p, la cual es la encargada de remover sustancias
extrafias que llegan al cerebro.*’

Por otro lado, la selectividad del radiofarmaco va a estar determinada por el ligando
bioldgicamente activo. Como ya se describio en la seccion anterior, los compuestos derivados
de estilbenos y benzotiazoles con grupos donadores de electrones afines a los bolsillos
hidrofébicos de las placas AP por las interacciones n-m van a ser los candidatos Optimos para
estos radiofarmacos metélicos.**

En la siguiente seccion describen algunos de los complejos metalicos en exploracion que

se han desarrollado para el diagnostico de Alzheimer por tomografia de emision de positrones

en los ultimos afios.

3.2.3.2 Compuestos metalicos en exploracion

El desarrollo de radiofarmacos de cobre ha cobrado vital interés en la tomografia de
emision de positrones debido a los multiples radioisétopos que este metal presenta. En
particular, para la enfermedad del Alzheimer el radioisétopo més estudiado es el ®*Cu, debido
a su alto tiempo de vida media (ti;2=12.7 h) y su buena calidad en las imdgenes. Asimismo, su
estado de oxidacion més comin debido a su estabilidad termodindmica y cinética es el +2, ya

que al tener una configuracién electrénica d’ puede estabilizarse por el efecto Jahn-Teller. El
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Cu(II) puede coordinarse a distintos ligandos donadores con atomos de oxigeno o nitrégeno, a
pesar de tener una naturaleza ligeramente blanda. También, esta especie puede enlazarse a
tiolatos o fosfinas; sin embargo, estos grupos tienden a reducirlo a su especie mas labil, el
Cu(I).?

El ligando bis(tiosemicarbazona) (atsm) ha demostrado tener una alta estabilidad y
permeabilidad por la BBB. Por ello, este ligando ha sido derivatizado con grupos afines a las
placas AP y acomplejado por ®*Cu para ser probado como potencial agente de diagnéstico del
Alzheimer. En la Figura 25 se observan las estructuras de los radiofarmacos de cobre
estudiados por Donelly y colaboradores. Todas estas moléculas presentan el ligando quelante
atsm y un trans-estilbeno selectivo a las placas AB. El complejo Cu'(atsm) ha mostrado una
gran asimilacion en el cerebro de ratones transgénicos con APP/PS1, en comparacion con
controles sanos. Sin embargo, el enlace tiocarbohidrazona es susceptible a hidrolisis y, ademas,
el ®*Cu resulta dificil de acomplejar con el ligando atsm.®*

Por este motivo, se probaron ligandos hibridos de tiosemicarbazona-piridilhidrazina
(complejos Cu''L? y Cu''L?), los cuales formaron complejos redox inertes y estables. En
particular, la estabilidad del radiofdrmaco Cu"L? fue bastante alta a pH fisiolégico (Kp = 5.8 x
107'8). Asimismo, ambos complejos pudieron ser marcados con el radioisétopo de **Cu de
manera eficiente y rapida. La lipofilicidad reportada a través de los valores del logD fueron
para el Cu'L? (1.90) y CuL? (1.87), lo cual sugiere que serian moléculas optimas para
atravesar la BBB.¥

Estudios bioldgicos preliminares por micro-PET con ratones sanos mostraron baja
retencion del complejo Cu''L? en el cerebro, luego de 5 minutos postinyeccion; sin embargo,
con el radiofarmaco de Cu''L? se obtuvo una asimilacion de 1.11 %ID/g y una eliminacién
rapida luego de 30 minutos postinyeccion, 0.38 %ID/g (Figura 25). Esto indica que el complejo

Cu'L® es capaz de atravesar la BBB y ademds es selectivo a las placas AP, ya que su

48



eliminacion es veloz debido a la ausencia de placas APB. Las diferencias de retencion en estos
dos complejos probablemente estén asociadas a una mayor permeabilidad por la BBB o a una
reduccion de las interacciones hidrofobicas con las proteinas séricas debido al enlace de
hidrogeno intramolecular del grupo N, N-dimetilaminoetil terminal del radiofarmaco Cu''L3.#

Por otro lado, se realizaron pruebas in vitro en placas AP de tejido humano y controles
sanos. De esta forma, se observo que estos dos complejos presentaban una gran afinidad por

las placas AP y no mostraban retencion por los tejidos sanos.*’

Figura 25: Estructuras quimicas de los complejos de ®Cu con ligandos tiosemicarbazona y
tiosemicarbazona-piridilhidrazina estudiados para el diagnostico de Alzheimer. Imagenes del cerebro de
ratones en presencia de los radiofarmacos Cu''L, y Cu''Ls tomadas por micro-PET (Adaptado de 47).

Asimismo, en el 2017, Mirica y colaboradores reportaron la sintesis de otros complejos

de Cu(Il) con ligandos macrociclicos 1,4,7-triazaciclononanona (tacn) y 2,11-diaza[3,3]-
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(2,6)piridinofano (N4) unidos covalentemente al ligando 2-fenilbenzotiazol, afin a las placas
AP (Lo-Ls, Figura 26). Todos los complejos de Cu(Il) mostraron una constante de estabilidad
alta (Kp=10%7-107%) y, ademds, presentaron caracteristicas redox inertes.> También, se
realizaron estudios de competicion in vitro de afinidad de estos complejos con las fibrillas
AB40, en comparacion con el ligando fluorescente ThT. De esta manera, mediante la

disminucidn en la intensidad de la fluorescencia se obtuvieron los resultados mostrados en la

Tabla 4.9

Tabla 4: Propiedades de los ligandos Lo-Ls y sus complejos marcados con **Cu (Adaptado de 65).

Ligando MW (g/mol) Log Poct Ki Ln (NM) Ki Cu-Ln (nM)
Lo 384.4 -1.09 £ 0.16 NA NA
L. 426.6 0.97+0.12 170 £ 50 765 + 30
L2 509.6 0.72 £ 0.08 30+ 10 275 £20
Ls 523.7 0.64+0.11 40 £ 10 325+25
L4 567.9 0.82 £ 0.05 320 £ 40 2350 £ 250
Ls 779.0 0.92+0.07 580+ 150 142 £ 55

Los ligandos bifuncionales Li-Ls exhibieron constantes de inhibicion en un rango entre
30-580 nM, lo cual indica que se requeriria de una baja concentracion del ligando para que se
una a las fibras AP de manera efectiva. Adicionalmente, estos resultados sugieren que, en el
caso de los ligandos tipo N4, los grupos de mayor volumen en la amina (-CO;H y benzotiazol,
L4 y Ls) disminuirian la interaccion con las fibras AP por impedimento estérico, en contraste
con los grupos de menor volumen (L2 y L3). Con respecto al ligando tacn L, se puede observar
que este presentaria un valor de K; ligeramente mayor que L> y L3 debido a que estos ultimos
ligandos tendrian una mejor interaccién m por sus anillos piridina.®

Los complejos sintetizados Lo>-Cu, L3-Cu y Ls-Cu fueron los que mostraron una mayor
afinidad por las fibras AB40 (Tabla 4). En contraste, el complejo L4-Cu disminuyd su
interaccion con las fibras, lo cual probablemente se deba a un cambio en la carga del metal por

la desprotonacién del carboxilato.%> Por otro lado, Ls-Cu tuvo una constante de inhibicion
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menor que el ligando Ls, lo cual podria atribuirse a un rearreglo espacial de los dos grupos
benzotiazoles por el ion Cu(Il) que permitiria una mejor entrada en los bolsillos hidrofobicos.®’

Por otro lado, se determind la hidrofobicidad de los complejos de Cu(Il), a partir de los
coeficientes de particion en octanol/agua (log Poct). De esta forma, se observo que el complejo
Lo-Cu, que no tiene el ligando benzotiazol, presenta un valor de log Poct negativo, lo cual indica
que es poco probable que logre cruzar la BBB. En cambio, los otros complejos tuvieron valores
de log Poct entre 0.64-0.97, lo cual sugiere que si pueden atravesar la BBB. No obstante, para
una segunda generacion de estos complejos se requeriria realizar algunas modificaciones

quimicas en las estructuras, con el fin de incrementar los valores de log Poct por encima de 1 v;

de esta manera, aumentar su permeabilidad por la BBB.%
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Figura 26: Estructuras quimicas de los complejos de **Cu con ligandos tacn y N4 unidos
covalentemente al ligando 2-fenilbenzotiazol estudiados para el diagndstico de Alzheimer por
PET.

Para determinar la selectividad de los complejos de **Cu(Il) se realizaron ensayos ex vivo
de afinidad a las placas AP por PET usando secciones de cerebro de ratones transgénicos
Tg2576, los cuales expresan la proteina APP encargada de la formacion de estas placas. La
Figura 27 muestra que ninguno de estos complejos de Cu(Il) presentd gran afinidad por los

cerebros de los ratones sanos (WT). Sin embargo, al realizar el ensayo en los cerebros
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transgénicos se observd un aumento significativo en la intensidad con los complejos Li, L2, La
y Ls. Por otro lado, el radiofarmaco Lo-Cu no tuvo afinidad por el cerebro WT ni por el cerebro
transgénico. Esto se deberia a la ausencia del ligando afin a las placas AP y a su baja
permeabilidad por la BBB.®

Asimismo, para confirmar la especificidad de los radiofarmacos de **Cu'' se hizo el
ensayo en presencia de un agente competidor Bi, que contiene un fragmento de 2-
fenilbenzotiazol. De esta forma, se pudo notar una disminucion en la intensidad de la sefal de
los 5 radiofarmacos, pues muchos de los bolsillos hidrofobicos de las placas AP estaban
interactuando con Bj. Por ultimo, se compararon las regiones de afinidad de los complejos Li-
Ls en los cerebros de los ratones Tg2576 con las zonas de tincion en presencia de Congo rojo
(Figura 28). De esta manera, se confirmo que las secciones de tincion coinciden, lo cual sugiere

que los cinco complejos de Cu'! se unirian selectivamente a las placas Ap.%°
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Figura 27: Imagenes por PET de secciones del cerebro de ratones WT Figura 28: Imagen por PET de la
y transgénicos (Tg2576) en presencia de complejos de **Cu(Il) y del seccion del cerebro de un ratén
agente competidor B1 (Adaptado de 65). transgénico (Tg2576) estudiada en
presencia del complejo Ls-5*Cu(ll)
y el Congo Rojo (Adaptado de 65).

Estudios de biodistribucion in vivo en ratones sanos mostraron que el complejo de Lo-
64Cu(Il) presentaba la mayor asimilacion en el cerebro (1.33 + 0.27% ID/g a los 2 min) vy,

ademads, tenia una rapida eliminacion (0.27 = 0.03% ID/g a los 60 min) (Tabla 5). También, se
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observo que los complejos Ls-5*Cu(Il) y Ls-%*Cu(Il) mostraban valores de asimilacion y
eliminacion aceptables, los cuales serian comparables a los reportados por Donelly. Con esto
se confirma que los complejos de **Cu sintetizados por Donelly (Figura 25) y Mirica (Figura
26) serian candidatos de radiofarmacos de imagen O6ptimos para la deteccion de los agregados

AP por PET.®

Tabla 5: Resultados de la biodistribucion de los complejos de 64Cu de la
Figura 25 en el cerebro de ratones sanos (Adaptado de 65).

Ligando Tiempo post inyeccion
%ID/g a 2 min %ID/g 60 min
Lo 0.37+0.06 0.14+0.01
L1 0.17 +£0.02 0.13+0.01
) 1.33+0.27 0.27 +£0.03
Ls 0.49 +0.01 0.22 +0.04
Ls 0.61+0.14 0.13+0.01
Ls 0.75+0.16 0.26 £ 0.01

Por otro lado, los complejos de ®Ga han cobrado interés en los tltimos afios como
radiontcleos en PET debido a su sencilla preparacion en un generador a partir del ®*Ge. A esto
se le suma, su adecuada energia (1.92 meV), tiempo de vida media (ti2 = 67.7 min) y sus
conocidas geometrias de coordinacion. El estado de oxidacidon mas comun para el galio es el
+3 y usualmente presenta un nimero de coordinacion 6, donde los ligandos, generalmente,
aminocarboxilatos (DTPA, DOTA y NOTA) saturan de densidad electronica al ion metélico
para poder estabilizarlo. El pH en la reaccion de formacion del complejo es fundamental, ya
que en caso el compuesto formado sea inestable y se libere Ga(Ill) en la sangre, este se
coordinaria con la transferrina al igual que el Fe(IIl) y se depositaria en el higado.®*

En el 2014, Mishra y colaboradores reportaron un complejo de ®*Ga con un ligando
quelato DTPA unido a dos calconas selectivas a las placas AP a través de un enlace amida

(Figura 29a). Este radiofarmaco fue marcado con el radioisotopo eficientemente (85.4 % de

rendimiento) y, ademas, presentd6 una constante de estabilidad de Kp = 18.2, la cual es
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suficiente para ser empleada en medicina nuclear.®’ Respecto a su permeabilidad por la BBB,
su logP fue 1.58, lo cual indica que esta molécula se encuentra en el rango Optimo de
penetracion.’

Asimismo, estudios in vitro demostraron que la constante de afinidad de este complejo
por las placas AP42 era de K; = 4.18 nM, este valor es comparable con la constante de 2.8 nM
reportada por el ['®F]-AV-45. Posteriormente, estudios in vivo realizados en ratones mostraron
una asimilacion del radiofarmaco y una rapida eliminacion del cerebro, ya que a los 2 minutos
la concentracion era de 1.24 + 0.31% ID/g, mientras a los 30 minutos era de 0.36 + 0.06 %
ID/g.’

Ese mismo afio, el grupo de investigaciéon de Ono reportd otro complejo de *3Ga con el
ligando quelato DOTA y el 2-fenilbenzofurano como molécula afin a las placas AP (Figura
29b). Este radiofairmaco mostr6 una gran afinidad por las placas ApB42 (K; = 10.8 nM) in vitro;
sin embargo, presentd una baja asimilacion en el cerebro de un ratén sano luego de los 2
minutos de la inyeccion intravenosa (0.45% ID/g). Estos resultados desfavorables podrian estar
asociados con el alto peso molecular (MW = 706 g/mol) y la baja lipofilicidad (logP = -0.38).
Por esta razon, todavia se requiere de una mayor investigacion en otros ligandos afines al ion

Ga™ que presenten una mayor permeabilidad por la BBB.®

Figura 27: Estructuras quimicas de los complejos de %Ga estudiados para el diagnostico de Alzheimer
por PET. (Adaptado de 66)
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En suma, los radiofarmacos basados en metales de transicion han demostrado tener
caracteristicas ideales y prometedoras como agentes de diagnostico para el Alzheimer. Sin
embargo, todavia se deben mejorar algunas caracteristicas asociadas a la permeabilidad por la
BBB y a la afinidad por las placas AB. Es importante resaltar que todos estos complejos se
encuentran aun en desarrollo y todavia faltarian algunos afios mas para que se terminen de

realizar las pruebas clinicas que permitan su posible uso como radiofaArmacos comerciales.
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4 CONCLUSIONES

La enfermedad del Alzheimer ha demostrado ser una fisiopatologia que afecta a millones
de personas en el mundo, debido al dafio neuronal progresivo e irreversible que causa en la
region del hipocampo en el cerebro.

Sin embargo, hasta la actualidad no se conoce completamente la etiologia de esta
enfermedad. Muchos estudios afirman que la causa principal del Alzheimer estaria asociada a
la agregacion del péptido AP, el cual se observa en una fase preclinica de esta patologia. Esta
hipotesis, conocida como la hipotesis de la cascada amiloide, sugiere que la acumulacion de
las placas AP desencadenaria una serie de eventos patologicos como la formacion de NFTs, la
interrupcion de las conexiones sindpticas, la activacion de procesos neuroinflamatorios y
eventualmente, una pérdida neuronal que terminaria en el desarrollo del AD. Esta teoria ha
permitido el desarrollo de nuevos firmacos para el tratamiento y métodos de diagndstico
conclusivos y tempranos centrados en estos biomarcadores.

El diagnostico del Alzheimer solo puede ser confirmado mediante una biopsia del cerebro
del paciente. Sin embargo, es posible realizar un diagnostico temprano de manera no invasiva
de esta patologia si se detectan los biomarcadores (placas A y NFTs) en la fase preclinica de
la enfermedad, antes de que ocurra una neurodegeneracion significativa en el paciente.

En ese sentido, los radiofarmacos de ''C y '8F han demostrado tener una alta afinidad por
las placas AP, incluso algunos de ellos han sido aprobados por la FDA como agentes de
diagnostico por PET para el Alzheimer. Sin embargo, estos radiois6topos presentan un tiempo
de vida media muy corto y, ademds, su incorporacion covalente al fiarmaco exige
procedimientos de sintesis y de purificacion mas elaborados, que limita su aplicacion a centros
médicos especializados.

Por ello, en este trabajo se han descrito distintos complejos en exploracion con

radioisotopos de **Cu y ®8Ga que presentan tiempos de vida media moderados y se incorporan
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de manera mas rapida, sencilla y con mayores rendimientos, en comparacion con los
radiofarmacos de ''C y !8F. Estos complejos estan conformados por un ligando quelato unido
covalentemente a un derivado de estilbenos o benzotiazoles, afines a las placas AB. Asimismo,
han demostrado ser candidatos optimos para el diagndstico de AD, ya que tienen una alta
estabilidad termodindmica, moderada afinidad a las placas AP en ensayos in vitro € in vivo y
regular permeabilidad por la BBB. No obstante, los resultados hasta ahora logrados en cuanto
a la permeabilidad, afinidad y toxicidad de los complejos metalicos reportados como
potenciales radiofdrmacos, sugieren que aun se requiere mejorar a los ligandos para poder

realizar ensayos in vivo en humanos.
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