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RESUMEN

La demencia es un conjunto de sintomas que incluyen dificultades con la memoria, lenguaje y
comunicacion, entre otros. Es causada por muchas enfermedades, siendo la enfermedad de
Alzheimer la mas comun. Esta enfermedad neurodegenerativa afecta a millones de personas en
el mundo y, como otras, presenta sellos patoldgicos los cuales, en este caso, son la formacion
de placas amiloide extracelulares y de ovillos neurofibrilares intracelulares. La primera
consiste en una agregacion extracelular anormal de péptidos amiloide y la segunda involucra
la agregacion intracelular anormal de proteinas tau hiperfosforiladas. Si bien es cierto que no
se conoce la etiologia de la enfermedad, se sabe que en esta ocurren una gran variedad de

cambios cerebrales que conllevan a una pérdida de sinapsis y muerte neuronal.

Existen dos métodos para su deteccion temprana, el andlisis del fluido cerebroespinal y las
técnicas de neuroimagen del cerebro como, por ejemplo, la tomografia de emision de positrones
(PET). La técnica de imagen PET es muy util, no obstante, presenta limitaciones como su
elevado costo, asi como la disponibilidad y las cortas vidas medias de los is6topos emisores de
positrones, y el acceso a equipos de radioquimica. Por otro lado, las imégenes Opticas estan
llegando a obtener un mayor reconocimiento en este campo permitiendo la obtencion de
imagenes in vivo e in vitro de los agregados amiloide. Por otro lado, en el campo de tratamiento
de Alzheimer se tienen farmacos aprobados por la FDA que presentan en el individuo
solamente un alivio sintomatico sin tener un efecto en la progresion de la enfermedad.
Actualmente se estan llevando a cabo investigaciones sobre tratamientos modificadores de la

enfermedad con el fin de detener o retrasar su progreso.

En los ultimos afios ha surgido un campo llamado Teragnosis, en el cual se combina
simultaneamente la modalidad de terapia con agentes de diagnostico por imagen, trayendo

como beneficio una mejora en la eficacia dirigida, asi como también la minimizacion de los



efectos secundarios adversos. Este campo ha sido bastante explorado para la enfermedad del
cancer y han surgido nuevas oportunidades para adaptarlo a la enfermedad de Alzheimer. En
el presente estudio se mencionan cinco agentes teragnosticos en los cuales el método de
diagnostico se basa en la obtencion de imagenes fluorescentes de los agregados amiloide,
mientras que sus propiedades terapéuticas se basan en terapia quelante y/o modificadores de

las estructuras secundarias de los agregados Ap.
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1. Panorama general del Alzheimer

La demencia es un sindrome de naturaleza progresiva en el cual se presenta un deterioro de la
funcién cognitiva.! Las funciones cognitivas son procesos mentales regulados por el cerebro,
que involucran la adquisicion de conocimientos, la manipulacion de la informacién, el
razonamiento, la atencién, la concentracion, la orientaciéon y la memoria, entre otros.'? La
demencia no es una enfermedad en si, ni es una consecuencia inevitable del envejecimiento
(aunque este es un factor de riesgo), sino un amplio conjunto de sintomas. Entre los mas
caracteristicos se encuentran las dificultades con la memoria, el lenguaje y la comunicacion, la
reducida capacidad de aprendizaje y razonamiento, y el deterioro del juicio, entre otras
habilidades disminuidas que afectan la capacidad y desenvolvimiento de las personas que lo

padecen en la realizacion de sus actividades diarias.!**

La demencia es causada por muchas enfermedades, entre ellas, la enfermedad cerebrovascular,
la enfermedad de cuerpos de Lewy, el Parkinson y el Alzheimer.® Cada una de estas
enfermedades mencionadas tienen cambios cerebrales especificos, como es el caso de la
enfermedad de cuerpos de Lewy en la que se observan agregaciones anormales de la proteina
alfa sinucleina en las neuronas.® Incluso, existen individuos con demencia que presentan
cambios cerebrales debido a més de una causa, a ello se le conoce como demencia mixta y esta

es comun en personas con edades avanzadas (de 85 afios a mas).>

El Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa y es la causa mas comun de
demencia, la cual se estima que representa entre el 60 y el 80% de los casos, afectando a
millones de personas en el mundo.>® Actualmente existen aproximadamente 40 millones de
personas en todo el mundo que estan afectadas por la enfermedad de Alzheimer (EA) y se prevé
que la cifra incremente a mas de 100 millones en el 2050.% Uno de los factores de riesgo

predominante es la edad, ya que es mas comtn que la EA se desarrolle en individuos mayores



de 65 afios.” Estados Unidos es uno de los paises mas afectados por la EA, de hecho,
actualmente esta enfermedad es la quinta causa de muerte entre las personas mayores de 65

afios.’

Los sellos histopatoldgicos de la EA son la formacion de placas amiloides (Ap) extracelulares
y la acumulacién intraneuronal de ovillos neurofibrilares (NFTs).®° Estos consisten en la
agregacion anormal de péptidos amiloide (AP) y de proteinas tau hiperfosforiladas,
respectivamente.’ Si bien es cierto que estos dos cambios cerebrales son resaltantes para esta
enfermedad, no son los Ginicos cambios patoldgicos significativos que se producen debido a la
EA. Existen otros cambios cerebrales estructurales y funcionales como, por ejemplo, la
neuroinflamacion debido a la presencia de las agregaciones AP y la proteina tau
hiperfosforilada que ocurre cuando el sistema no puede eliminar por completo estas proteinas
y se activan las células del sistema inmune del cerebro llamadas microglias.>!® Ademas, la
pérdida neuronal causa atrofia y disminucién del volumen cerebral.® Finalmente, también se
evidencia que las funciones normales del cerebro quedan comprometidas debido a la
disminucion de la habilidad del cerebro para metabolizar glucosa, la cual es su principal

combustible.?

Estos cambios cerebrales provocan la pérdida de sinapsis y, ademas, inducen la muerte
neuronal que empieza en las regiones de hipocampo y luego se extiende a todo el cerebro
generando que el individuo presente un deterioro cognitivo de la memoria, el lenguaje, y
cambios sintomaticos en el comportamiento.’” Las regiones del cerebro como el 16bulo frontal
y temporal, los cuales estan involucrados en el proceso de aprendizaje y el pensamiento, se ven
reducidos de tamafio en pacientes con esta enfermedad (Figura 1a).!! A su vez, ocurre una
disminucién de la captacion de glucosa en la corteza frontal y los 16bulos temporales, como

ya ha sido mencionado, y como se muestra en la Figura 1b.!!



Figura 1: Imagen de los cambios cerebrales en un paciente con Alzheimer. En (a) se
observa una fotografia de un cerebro con y sin EA. En (b) se observa imagenes
generadas por PET. Se observa una menor captacion glucosa en el cerebro de un
paciente con EA, mientras que en un cerebro normal se observa altos niveles de
glucosa (zonas rojas y amarillas) (Adaptado de la referencia 11).

1.1  Etapas de la enfermedad y sintomatologia

Se piensa que la enfermedad del Alzheimer empieza a desarrollarse, al menos, 20 afios antes
de que el individuo presente los sintomas. 3 Esta inicia con los cambios cerebrales mencionados
previamente, los cuales son imperceptibles para el paciente pues no interfieren con su rutina
diaria. Afios después de estos cambios, el individuo empieza a experimentar sintomas como la
pérdida de memoria.> A medida que va pasando el tiempo, la enfermedad va empeorando,
trayendo consigo consecuencias mas drasticas. Esto es debido a que las neuronas de otras zonas
del cerebro se ven afectadas generando que se comprometan funciones basicas como el

caminar.’

Esta enfermedad se divide en tres etapas, las cuales se muestran en la Figura 2: fase preclinica,
deterioro cognitivo leve (DCL) y demencia debido al Alzheimer. Esta ultima a su vez se

dividide en tres: leve, moderada y severa. Cada una de estas etapas no tiene la misma duracion;



ya que el tiempo en el cual un individuo esta en cada una de estas etapas varia dependiendo de

diversos factores, entre ellos la edad, la genética y el sexo biolégico, entre otros. >

Figura 2: Progresion de la enfermedad de EA (Adaptado de la referencia 3).

1.1.1. Fase preclinica

En esta fase el individuo presenta cambios cerebrales, como niveles anormales de péptidos
amiloides (AP), cambios en la proteina tau y una disminucion del metabolismo de la glucosa,
los cuales pueden ser medibles por Tomografia de Emision de Positrones (PET) o por un
andlisis del liquido cefalorraquideo (CSF).? Estos cambios indican las primeras sefiales de esta
enfermedad. Estos marcadores biologicos se evidencian en esta fase en individuos
cognitivamente normales, es decir, que no presentan sintomas como pérdida de memoria.'? Si
bien es cierto que se dan estos cambios cerebrales, el cerebro lo compensa con un mecanismo
de eliminacién de AP, por lo que no interfiere con sus actividades rutinarias.’> A la fase
preclinica se la considera como una fase larga asintomatica y, segin algunos ensayos clinicos,
se prevé la posibilidad de aplicar intervenciones terapéuticas en esta fase con el fin de poder
tratar la enfermedad de una manera 6ptima antes del deterioro cognitivo significativo.'®> Cabe
resaltar que estd demostrado también que no todos los individuos que presentan los cambios
cerebrales mencionados progresan a las fases clinicas de la enfermedad (el deterioro cognitivo

leve o la demencia).'?



1.1.2. Deterioro cognitivo leve (DCL)

En esta etapa el individuo presenta los cambios cerebrales anteriormente mencionados, ademas
de sintomas que son lo suficientemente notorios como para que tanto el individuo como su
entorno familiar puedan percibirlas.'* Este deterioro cognitivo leve se puede clasificar en
funcién de las habilidades cognitivas afectadas. El DCL amnésico implica que se afecta a la
memoria. En el caso de DCL no amnésico se afectan a otras caracteristicas cognitivas como,
por ejemplo, el lenguaje, la percepcion visual y las habilidades visuoespaciales, entre otras.'*!>
Generalmente no afecta a la capacidad del individuo de realizar sus actividades cotidianas, pero
el individuo con DCL puede presentar problemas para realizar tareas complejas que solia hacer
anteriormente. Puede que la actividad le tome mas tiempo, se equivoque con mas frecuencia
de lo que solia o que la realice con menos eficiencia.'® Es importante tener en cuenta que
algunas personas que presentan DCL pueden volver a su cognicién normal o que la enfermedad
no progrese a un deterioro cognitivo mayor. La progresion a la fase de demencia se observa
con mayor frecuencia en aquellos pacientes que presentan un deterioro de la memoria episddica
(involucra la habilidad de almacenar y aprender informacion sobre experiencias personales en
la vida diaria del individuo, un deterioro de esta impide el recuerdo de acontecimientos

recientes).'%!%!7 Los estudios estiman que 10 a 15 % de los individuos con DCL desarrollan

demencia cada afio.>
1.1.3 Demencia debido al Alzheimer

La etapa de demencia se caracteriza por un deterioro de la memoria y del pensamiento, cambios
en el comportamiento, dificultad en el lenguaje y la comunicacion, entre otros, los cuales
impiden que el individuo realice con normalidad sus actividades diarias. Como se sabe, esta
enfermedad es progresiva, por lo que a medida que va transcurriendo el tiempo se va a generar

un mayor dafo a las células neuronales en diferentes zonas del cerebro, y ello se ve reflejado



en los sintomas. Este estadio de la enfermedad se subdivide en tres etapas: leve, moderado y

severo.>!8

En la demencia leve por Alzheimer, las personas pueden realizar muchas de las actividades de
forma independiente (como, por ejemplo, conducir y trabajar), pero necesitan asistencia en
algunas otras actividades. Los pacientes pueden experimentar lapsos de memoria en los que,
por ejemplo, se olvidan de la ubicacion de objetos.'® Ademas, pueden presentar alguna

dificultad para comunicarse o tener dificultades para tomar decisiones.’

La demencia moderada es la etapa mas larga; en esta etapa los sintomas son mas pronunciados,
los individuos presentan problemas para comunicarse y realizar actividades rutinarias, ademas
de que presentan dificultades para su cuidado personal en actividades como vestirse y asearse.’
Son incapaces de recordar informacion sobre si mismos, tienen dificultad para expresar sus
pensamientos, se desorientan y, ademas, se observan cambios de personalidad y

comportamiento que incluyen desconfianza, delirio y agitacion.>!®

La demencia severa es la tltima etapa de la enfermedad y en ella el paciente necesita cuidados
las 24 horas del dia. El dafio neuronal es pronunciado, incluso en las zonas del cerebro
relacionadas con el movimiento, por lo que el paciente puede ser incapaz de caminar o estar
confinado a una silla de ruedas.” Ello lo hace vulnerable a infecciones cutineas y a sepsis. De
igual forma, hay dafo neuronal en la zona de cerebro que afecta la capacidad de ingesta de
alimentos y bebidas, por lo que es incapaz de comer sin asistencia y presenta dificultades para
tragar, lo cual puede provocar que el individuo inhale alimentos o bebidas hacia las vias
respiratorias y que esto provoque que el paciente presente infecciones pulmonares.>!” El
individuo también pierde la capacidad de responder a su entorno y de mantener una
conversacion, ademds de que puede presentar cambios en el comportamiento que incluye

agresion y agitacion.”!8



En promedio se menciona que los individuos viven con demencia de Alzheimer
aproximadamente por 7 afios; en algunos progresa la enfermedad mas répido y en otros mas
lento. Aquellas personas afectadas por esta enfermedad suelen fallecer debido a

complicaciones relacionadas con otras enfermedades como, por ejemplo, neumonia.®
1.2. Biomarcadores

Los biomarcadores son sustancias generadas en el organismo por cambios biologicos, que se
pueden cuantificar y que sirven como indicadores de un proceso bioldgico normal, un proceso
patogénico o también una respuesta a una intervencion terapéutica.>® Si bien es cierto que
existe una serie de biomarcadores que indican la presencia de patologias y de lesiones
neuronales provocadas por EA, las que caracterizan esta enfermedad neurodegenerativa en
particular son las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares.?’ Las placas amiloide y los
ovillos neurofibrilares se encuentran en las estructuras del 16bulo temporal medio y las areas
corticales del cerebro.?! Es importante recalcar que la etiologia de la enfermedad no est4 del
todo bien entendida pero se tiene evidencia de la deposicion de placas amiloides en

examinaciones post mortem del cerebro de pacientes con EA.’
1.2.1. Placas amiloides

Las placas amiloides son depositos extracelulares de fibrillas y agregados amorfos de péptidos
B-amiloide (AP). Estos se encuentran principalmente en regiones cerebrales involucrados en la
memoria, el aprendizaje y los comportamientos emocionales, tales como la corteza entorrinal,
el hipocampo, el prosencéfalo basal y la amigdala.'! Los péptidos AP se producen a partir de
un rompimiento secuencial proteolitico de la proteina precursora amiloide (APP).> APP es una
glicoproteina transmembrana con un dominio C-terminal corto intracelular y un dominio N-
terminal largo extracelular que se expresa en las células de todo el cuerpo y que presenta varias

isoformas que varian segiin su tamafio entre 695 y 770 aminodcidos.’ La isoforma mas



abundante en el cerebro es la APP-695 y es producida principalmente por las neuronas. No se
conocen aun las funciones de la APP, pero existen pruebas de que puede tener un papel
importante en la regulacion de la supervivencia neuronal, el crecimiento de las neuritas y la

plasticidad sinaptica.!!

Existen dos vias principales para la escision de la APP: amiloidogénica y no amiloidogénica,
siendo esta ultima la mas comun (Figura 3).>!® Ambas vias pueden ocurrir en un organismo
normal y sano.>’ Este proceso se logra con la participacion de grupos de enzimas o complejos
enziméticos denominados: o, P, y-secretasa.!® La via no amiloidogénica consiste en una
escision de la APP por la proteasa a-secretasa que libera un fragmento soluble N-terminal
(sAPPa) al medio extracelular y deja un fragmento C-terminal de 83 aminoacidos (aCTF). La
y-secretasa posteriormente escinde a aCTF formando un péptido P3 no amiloidogénico y un
dominio APP intracelular.>!! Por otro lado, la via amiloidogénica involucra una escision
secuencial de APP por accion de la B-secretasa (BACE1) lo que libera a un producto N-terminal
(SAPPP) y deja un fragmento C-terminal de 99 aminoacidos (BCTF).!! Posteriormente, una
escision secuencial de la BCTF con la proteasa y-secretasa genera la formacion amiloidogénica
de dos péptidos en el espacio extracelular, los péptidos APso y AP42, de 40 y 42 aminoacidos,
respectivamente.>!! El péptido AP presenta un dominio N-terminal hidrofilico (1-28) y un
dominio C-terminal hidrofobico (29-39/43). Ademds, las interacciones hidrofobicas y de
enlaces de hidrogeno entre los aminoacidos del nticleo hidrofobico (KLVFF) y el extremo C
son las responsables de la formacion de las hojas B, a los cuales inducen el proceso de

agregacion de AB.>*

Si bien el péptido AP0 se produce en una mayor proporcion (aproximadamente un 90%), la
isoforma predominante en las placas es el APz, debido a que su cinética de agregacion es mas

rapida y presenta una mayor estabilidad.’ Asi, el péptido A4, que presenta dos residuos



adicionales hidrofobicos isoleucina y alanina, es mas neurotdxico y €s mas propenso a

agregarse que el APao.>?

Figura 3: Representacion esquematica del proceso secuencial proteolitico de la APP (Adaptado de la referencia 5).

Si bien es cierto que existe un equilibrio entre la agregacion y la eliminacion de estos péptidos,
cuando este equilibrio se ve afectado por algunos factores patoldgicos como la disminucion de
pH o la hipoxia, se produce la agregacion de los mismos, a partir de un mecanismo de
crecimiento por nucleacion.® El péptido AP4o42 como mondmero no es toxico; este presenta
una conformacion de su estructura secundaria aleatoria desplegada con cierto contenido o-
helicoidal y hojas . Las estructuras secundarias de los mondmeros AP4o42 se convierten de
hélices alfa desordenadas y enriquecidas en hojas . Estas estructuras enriquecidas en hojas 3
tienen tendencia a asociarse con otros monomeros para formar oligomeros, protofibrillas y

fibrillas, como se muestra en la Figura 4.>*% Posteriormente, las fibrillas se depositan para
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formar placas amiloides en el parénquima del cerebro, desencadenando una cascada
patogénica, que puede provocar disfuncion sindptica y muerte neuronal.’ En el proceso de
eliminacion de AP se tiene la participacion de proteasas, entre ellas la neprilisina, la enzima

degradante de insulina, y la enzima convertidora de angiotensina.’

Figura 4: Representacion esquematica del proceso de agregacion amiloide (Adaptado de la
referencia 24).

Existen diversas hipotesis que explican el origen de la enfermedad de Alzheimer, entre ellas la
hipétesis de la cascada amiloide.’ Esta hipétesis actualmente sigue siendo la mas influyente y
la que presenta un mayor grado de aceptacion dentro de la comunidad cientifica. Esta propone
que la acumulacion y deposicion de los agregados de péptidos AP son el evento inicial y el
agente causante de esta enfermedad neurodegenerativa, lo cual es producido por la alteracion
del proceso proteolitico de APP y genera una acumulacién de formas neurotdxicas de AP en el
cerebro.!!*6 Esto desencadena diferentes eventos patolégicos perjudiciales como, por ejemplo,
la dishomeostasis de iones metalicos, el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, la
apoptosis celular, la activacion de la microglia y astrocitos en respuesta a la inflamacion
crénica, la disminuciéon de la liberacion de neurotransmisores y la formacion de ovillos

neurofibrilares (NFTs).>?7%
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Como consecuencia de la deposicion de los agregados de péptidos AP, se genera una respuesta
inflamatoria cronica mediada por la microglia (se da la liberacion de citoquina), lo que da lugar
a mas eventos patologicos como apoptosis celular e interrupcion de las conexiones sindpticas
como se muestra en la Figura 5. Ello conlleva la disminucion de los neurotransmisores y

defectos en la cognicion y plasticidad sindptica. 2!

Figura 5: Esquema grafico de la hipdtesis de la cascada amiloide (Adaptado de la referencia 21).
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1.2.2. Owvillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares estdin compuestos, en gran parte, por filamentos helicoidales
emparejados formados por la proteina tau hiperfosforilada asociada a microtibulos.>?7? Esta
patologia, en ausencia de la patologia amiloide, es caracteristica de la demencia frontotemporal,
la segunda forma de demencia mas prevalente antes de los 65 afios.’® Esta demencia es un
término general para un grupo de trastornos cerebrales que afectan al l16bulo frontal y temporal

del cerebro.’!

La proteina tau se encuentra en el cerebro humano en seis isoformas (las cuales presentan una
longitud de cadena entre 352 aminoacidos y 441 aminoacidos) y presenta tres dominios
importantes: el dominio N-terminal, el dominio C-terminal de unién a microtibulos (MBDs) y
una secuencia corta.’® En la region C-terminal se tienen tres o cuatro unidades repetitivas, las
cuales son los dominios de enlace a microtubulos y, a su vez, son las responsables de la
agregacion a filamentos helicoidales (Figura 6).2* Los sitios fuera de los dominios de repeticién
son fosforilados por quinasas como la glucogeno sintasa quinasa 33 (GSK-3f), mientras que
la fosforilacion dentro de los dominios de repeticion se da por las quinasas reguladoras de la
afinidad de los microtibulos (MARKS), los cuales pueden generar que haya una separacion
entre tau y los microtibulos.>? Esta proteina hidrofilica se encuentra predominantemente en los
axones, en las dendritas y también asociada a membranas celulares.>***Esta proteina presenta
84 sitios de fosforilacion, de los cuales 45 son serinas, 35 treoninas y 4 tirosinas.>* Una
fosforilacion correcta de la proteina tau a una concentracion Optima puede estabilizar a los
microtibulos manteniendo un equilibrio dinamico entre la proteina tau libre y la unida a
microtibulo. No obstante, cuando ocurre un desequilibrio entre las quinasas y las fosfatasas,
se generard una hiperfosforilacion anormal de la proteina tau. Esta puede secuestrar a la

proteina tau normal y a proteinas asociadas a microtibulos lo cual trae como consecuencia el
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deterioro del transporte axonal y la disminucién de la neurotransmision, y tiene un impacto

negativo en las funciones cognitivas.>?

La proteina tau excesivamente fosforilada se acumula en los compartimientos somato
dendriticos de las neuronas y se agregan eventualmente formando los ovillos neurofibrilares.
La fosforilacion de la proteina tau es controlada por la concentracion de calcio intracelular.?’
No se conoce del todo el mecanismo por el cual los péptidos AP (segun la hipotesis de la
cascada amiloide) alteran la homeostasis del calcio y generan un aumento de su concentracion
intraneuronal, no obstante, se sabe que a consecuencia de ello se da la fosforilacion excesiva

de esta proteina.?’ En la Figura 6 se muestra la representacion esquematica de la patologia tau.?*

Figura 6: Representacion esquematica de la patologia tau. Se parte de monomeros, factores externos ya sea

mutaciones, asociaciones a poliaminas u otros factores que generan una hiperfosforilacion de la proteina tau

(indicada por puntos azules). Los agregados solubles de tau se ensamblan y forman filamentos helicoidales y
posteriormente ovillos neurofibrilares intracelulares. Esto Gltimo genera la muerte neuronal (Adaptado de la

referencia 24).

Asi, tanto las placas amiloides como los ovillos neurofibrilares son considerados
biomarcadores y, a su vez, dianas farmacoldgicas de la enfermedad de Alzheimer, por lo que
en el siguiente capitulo se describiran los métodos de diagnostico y terapia de esta enfermedad

basados en estos biomarcadores.
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2. Diagnostico y terapia de la enfermedad de Alzheimer

A través de los anos se han desarrollado varias estrategias con la finalidad de diagnosticar la
enfermedad de Alzheimer en sus primeras fases, asi como también se ha observado un
incremento del nimero de investigaciones farmacologicas con el fin de encontrar
intervenciones terapéuticas que permitan tratar la enfermedad antes de que el individuo
desarrolle sintomas irreversibles, no obstante, hasta el momento no se ha materializado ningin
farmaco eficaz.?> A continuacion, se describiran algunas de las estrategias de diagndstico y de

tratamiento empleados teniendo como base la hipdtesis de la cascada amiloide.

2.1. Diagnostico

Actualmente, el diagndstico clinico de EA se basa en la historia clinica del paciente seguido de
observaciones neurologicas, neuropsicologicas y antecedentes colaterales.”® Ademas de ello,
para confirmar el cuadro clinico, deberia ser necesario la identificacion de los dos sellos
patoldgicos de la enfermedad, las formaciones amiloides y los ovillos neurofibrilares.?’ Por
otro lado, el diagnostico definitivo de esta enfermedad se puede hacer solo a partir de una
biopsia o una autopsia del tejido cerebral post mortem con el fin de evaluar la existencia de las

placas amiloides y los ovillos neurofibrilares.?%

Como se menciond en el capitulo anterior, la EA empieza 20-30 afios antes de que se
evidencien los sintomas clinicos.? La agregacion de los péptidos AP ocurre en la fase preclinica
del Alzheimer por lo que su deteccion como biomarcador es crucial para la deteccion temprana
de EA. Existen actualmente dos formas que permiten su deteccion, a partir de ensayos de fluido

cerebroespinal y a partir de técnicas de neuroimagen del cerebro.?

El péptido AP4o-42 puede medirse en el fluido cerebroespinal (CSF) a través de técnicas basadas

en anticuerpos, pruebas de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) y a través de técnicas
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independientes como la espectrometria de masas. La disminucion de la concentracion normal
en el CSF es interpretada como indicacion de la agregacion de este péptido en placas amiloide
del cerebro.®*Esta disminucion se puede detectar en el CSF de pacientes con deterioro
cognitivo leve y también en la fase preclinica de la enfermedad. Por otro lado, las neuronas que
contienen ovillos neurofibrilares liberan proteina tau fosforilada la cual puede medirse en el

CSF mediante ELISA, utilizando anticuerpos que reconocen especificamente los epitopos del

dominio medio de la proteina fosfotau (P-tau).®

Las técnicas de imagen que se utilizan para la obtencion de imagenes in vivo de placas A son
la Tomografia de Emision de Positrones (PET), la Resonancia Magnética por Imagen (MIR),

la Tomografia computarizada por emisioén de foton unico (SPECT) e imagenes Opticas.

Los agentes de uniéon a AP que se han tomado como punto de partida para el desarrollo de
sondas por imagen, especialmente para las técnicas SPECT y PET son: la Tioflavina-T, el rojo
Congo, el estilbeno y la curcumina.’ Estos compuestos destacan por su habilidad de enlazarse
a las formaciones AP debido a que presentan una estructura en comun que las hace ideales para
este fin: son moléculas aromaticas relativamente planas e hidrofobicas que pueden interactuar
con las estructuras secundarias (hojas B) de las formaciones amiloides.?° Especificamente, la
diana de estos agentes de imagenes son las placas y fibrillas amiloides; se ha intentado realizar
trazadores que se dirijan a la especies oligoméricas precursoras, pues son consideradas mas
neurotoxicas, pero las imagenes in vivo que se obtienen no son representativas de estas

especies, dado que presentan una baja concentracion con respecto a las placas AP insolubles.?

La tomografia de emision de positrones (PET) es una de las técnicas de imagen mas populares
y usadas para monitorear los cambios en los depodsitos amiloides en pacientes con EA, y por

ello, en esta seccion solo se desarrollaran ejemplos de radiofarmacos utilizados esta técnica.
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En la tomografia PET se utilizan radiotrazadores, es decir trazadores con elementos

radioactivos, y muchos de estos son derivados de la Tioflavina-T (ThT) y del rojo Congo.?%%

Los radioisotopos méas comunes usados en sondas PET para la obtencion de imagenes de
formaciones AP son !'C y ®F. La primera sonda quimica PET desarrollada para la detecciéon
de formaciones amiloides fue un derivado del colorante ThT modificado con 'C, al que se le
conoce como ''C-PiB (Figura 7).2%*Esta es una de las sondas de imagenes PET mas estudiadas
para las placas amiloides en humanos, aunque presenta limitaciones pues el tiempo de vida
media de este radioisotopo es relativamente corto (aproximadamente 20 minutos). Para superar
esta limitacion se generaron otras sondas marcadas con '8F, el cual tiene un tiempo de vida
media mayor (alrededor de 110 minutos). En la actualidad existen tres trazadores amiloides
autorizados para su uso clinico, '*F-florbetapir (Amyvid®), '*F-flutemetamol (Vizamyl®) y '*F-
florbetaben (Neuraseq®).®** Las estructuras de estos agentes de imagen se observan en la

Figura 7.263°
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Figura 7: Sondas de imagen PET.
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Un ejemplo de las imagenes generadas por estos agentes se muestra en la Figura 8. El
radiofarmaco empleado en este caso es el '®F-Florbetapir (Amyvid®). Este agente de imagen
se enlaza a las placas amiloides, desde donde el '®F libera positrones que generaran radiacion
gamma que serd detectada por el tomografo. En la Figura 8, las zonas de color rojo muestran
una elevada acumulacion del agente de imagen, lo que se compara con la imagen de un control

normal, que acumula muy poco de este agente.®

Figura 8: Comparacion entre un cerebro con EA y un cerebro normal usando '8F-
Florbetapir como agente de imagen y usando como técnica Tomografia de Emision de
positrones (Adaptado de la referencia 8).

De igual forma, los trazadores PET también permiten visualizar las inclusiones de proteina tau
in vivo en pacientes con EA. Uno de los agentes de imagen que se utilizan para visualizar los
ovillos neurofibrilares es AV-1451(Flortaucipir) cuya estructura se muestra en la Figura 7.%
Este agente de imagen se une a los ovillos neurofibrilares produciendo la emision de radiacion

gamma que es detectada por el tomografo.®

A pesar de ser una técnica de imagen muy Util, la tomografia PET presenta algunas desventajas.
Entre ellas, su costo, lo cual limita su uso en algunos paises, el corto tiempo de vida media de

los isotopos emisores de positrones por lo que se requiere la sintesis in situ de estos
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radioisotopos, ademas de que se requiere tener acceso a un ciclotrén y expertos en el uso y

mantenimiento de equipos de radioquimica.*¢
2.2. Terapia

Actualmente no existe cura para la enfermedad de Alzheimer. Los farmacos aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) solo consiguen
un alivio sintomdtico en el paciente, mas no permiten disminuir la progresion de la
enfermedad.?® Estos fArmacos son cuatro inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) (tacrina,
donepezilo, rivastigmina y galantamina) y el antagonista del receptor N-metil-D-aspartato
(memantina); estos se pueden observar en la Figura 9.>?*%’Los inhibidores de la
acetilcolinistera (AChE) solo consiguen un efecto paliativo en el paciente durante las primeras
fases de la enfermedad, mientras que el inhibidor de NMDA (memantina), por otro lado, mejora

los sintomas relacionados con la toxicidad aunque su actividad protectora sigue en debate.?

N ’/ CH,
h N
0 CH;
/_, quC‘,/ T P\|E/
0 CH»
NH.
Tacri i P— ey . CH,
acnna Rivastigmina Galantamina
o NH;
0}
H, ™
HaC-—
| o) Nﬂ HsC
CH;
Donepezil Memantina

Figura 9: Farmacos aprobados por la FDA contra el Alzheimer.

18



Existen varias limitaciones por las cuales no se han podido obtener farmacos eficaces para el
tratamiento de esta enfermedad neurodegenerativa, entre las que destaca la comprension
incompleta de la etiologia de EA. Ademas, los candidatos a farmacos fracasan debido a que
principalmente se estudian en pacientes que exhiben una patologia que ya esta muy avanzada.?
El no tener la certeza de saber quién ocupa el papel causal y cudles son las interacciones entre
los diferentes cambios cerebrales que ocurren en esta enfermedad, genera que existan muchas
dianas farmacologicas y, como ninguna de estas estd validada, se complica encontrar un
tratamiento modificador de la enfermedad.?° Otra dificultad que presentan estos farmacos es la
alta selectividad de la barrera hematoencefalica, que debe ser permeable a todos los farmacos
dirigidos al Sistema Nervioso Central (SNC).2’ Se debe tener en cuenta que la barrera
hematoencefalica (BBB) es una barrera estructural fisiologica especializada que tiene como
funcion proteger al SNC de sustancias exogenas. Esta controla estrictamente las moléculas que
transitan de la sangre al cerebro generando que cerca de un 98% de las moléculas pequefias y

casi el 100% de moléculas grandes no puedan atravesarlo.*®

Con el fin de mejorar la limitada eficacia de estos tratamientos, se ha propuesto encontrar
tratamientos modificadores de la enfermedad teniendo como principal objetivo el detener o
retrasar significativamente su progreso. Basdndose en la hipotesis amiloide, eliminar la
neurotoxicidad de los agregados AP puede traer la posibilidad de alterar el curso de esta
enfermedad. Es por esta razon que actualmente se ha adoptado un enfoque con los siguientes
objetivos: inhibir y modular la agregacion de AP, mejorar la eliminacion de AP, e inhibir y

modular las secretasas involucradas en la produccion de estos péptidos (y y p-secretasas).>

Los moduladores de la agregacion AP son aquellos que pueden bloquear la formacion de hojas
B, prevenir su fibrilogénesis, disolver los agregados A} a especies no toxicas, asi como también
desestabilizar a los oligdmeros o acelerar su conversion a otros agregados AB.*° Hay un gran
potencial en los inhibidores de BACEI; que se han desarrollado con el fin de reducir la
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concentracion de AP en ratones transgénicos con EA. Por otro lado, los inhibidores de las y-
secretasas tienen un ligero inconveniente con los efectos adversos, pues estas no solo escinden

a la APP sino también a otros sustratos.?!

Otra de las alternativas terapéuticas es la basada en inmunoterapia AP, en la cual participan
anticuerpos monoclonales (anti-Af) que tienen como objetivo eliminar las placas amiloide que
se hayan formado antes de la administraciéon del tratamiento de anticuerpos y evitar su
deposicion en el cerebro. La base de la accion de estos anticuerpos podria ser la interaccion
con placas amiloides induciendo su eliminacion por la microglia, o, la union a los AP solubles
en la periferia y conducir a su eliminacion fuera del cerebro.?!*** Basandose en este enfoque,
en el afio 2021 la FDA aprobé el uso clinico del farmaco Aducanumab (Aduhelm ™) para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en pacientes con DCL y con demencia leve.*! El
Aducanumab es un anticuerpo monoclonal IgGl humano que tiene como caracteristica
principal el que puede unirse y eliminar eficientemente las placas y otros agregados Af del
cerebro por lo promete ser el primer fArmaco que pueda reducir significativamente el deterioro

cognitivo de las personas con EA temprana.*!

A su vez, se han propuesto quelantes metalicos como agentes terapéuticos. Estos tienen gran
potencial pues pueden inhibir la agregacion de AP y disgregar su agregacion inducida por
metales de transicion, principalmente Cu(Il), Zn(Il) y Fe(Ill). Estos iones metalicos pueden
acelerar la agregacion de los péptidos Aao-42, al coordinarse con residuos especificos, como la
His6, His13 y Hisl4, y como consecuencia pueden incrementar su efecto neurotdoxico en
células neuronales.’ El modo de accion de estos agentes quelantes es la captura de estos iones

enlazados a los agregados AP.°

De igual forma, se han investigado diversas estrategias que permiten la inhibicion de los ovillos

neurofibrilares. La proteina tau es una proteina que puede ser modificada de diversas formas,
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entre ellas, a través de la fosforilacion, acetilacion y nitracion. Esto genera que interfiera en su
funcion de unidn a microtibulos y posteriormente conlleva a su agregacion. La fosforilacion
es una de las principales modificaciones que impulsa la agregacion de esta proteina, por lo que
se han planteado como enfoque terapéutico la desfosforilacion de tau, usando como agente
terapéutico a la metformina.*’ La metformina ha demostrado su capacidad como agente
terapéutico debido a que este activa a la fosfatasa tau y asi reduce la fosforilacion de tau en

modelos de ratones wild-type .**

También se han utilizado estrategias en las que se inhiben la glucogeno sintasa quinasa 33
(GSK-3p), la cual es la quinasa responsable de la fosforilacién. Sin embargo, no se tuvo éxito
en los ensayos clinicos debido a que la proteina tau puede ser fosforilada por muchas
quinasas.*? Otro enfoque ha sido el inhibir las interacciones proteicas tau-tau con el fin de evitar

su agregacion, este efecto se ha visto usando el azul de metileno en ratones.*?
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3. Agentes teragnosticos para el Alzheimer

El término teragnostico fue acuiiado en 1998 por John Funkhouser, y aunque su definicion
sigue en constante cambio, en general implica a un material que combina la modalidad de
terapia con un agente de diagndstico por imagen y seguimiento de una enfermedad en una sola
dosis.’** Este agente quimico, el cual tiene integrado el farmaco y el agente de imagen, va a
permitir marcar una diferencia con respecto a una combinacion clésica de prueba diagnostica
y tratamiento por separado, trayendo consigo beneficios como, por ejemplo, el superar las
diferencias que existen entre los perfiles de biodistribucion de ambos, generando una mejora
en su eficacia dirigida y minimizando los efectos secundarios adversos.*®*** Este concepto
estd estrechamente relacionado con la medicina personalizada y se ha explotado con éxito en
el campo de oncologia, en donde, a pesar de ser una estrategia que recién se estd desarrollando,

algunos de estos agentes estan llegando rapidamente a ensayos clinicos.*’

Existen dos clases de compuestos reportados en la literatura como agentes teragnosticos para
el Alzheimer: los nanofdrmacos (nanomedicinas) y los compuestos organicos e inorganicos
pequefios. En el campo del cancer los nanofarmacos tienen un alto protagonismo pues son
extremadamente versatiles y permiten integrar una imagen ultrasensible y una terapia en un
mismo sistema.’® No obstante, no son tan atractivos en el campo del Alzheimer ya que
presentan un gran numero de limitaciones. Entre ellas estd la limitada permeabilidad que
presentan hacia la BBB, la selectividad de la diana y la escasa reproducibilidad.*® Por otro lado,
las pequefias moléculas orgénicas e inorgénicas tienen un mejor potencial teragnostico debido
a que pueden cruzar la BBB y pueden ser facilmente modificables de tal forma que permita

una mejora en sus propiedades.®

Existen dos estrategias para la elaboracion de estos agentes teragnosticos. La primera implica

la elaboracion de una molécula conjugada en donde hay dos unidades, una de ellas es el agente
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de diagnostico y el otro es el agente terapéutico, y ambas estan unidas quimicamente por un
espaciador de naturaleza y longitud variable.*® La otra estrategia implica un “solapamiento”
entre el agente de diagnostico y el agente terapéutico altamente integrados en una sola molécula
(Figura 10).%° Esta estrategia de solapamiento tiene una aplicabilidad m4s limitada pues tanto
el agente que presente propiedades terapéuticas como el de diagndstico deben compartir un
andamiaje en comun.*® Una molécula que pueda ser capaz de obtener iméagenes in vivo de
especies AP u ovillos NFT, e inhibir su agregacion, representaria un gran potencial como

agente teragnostico del Alzheimer.**

Figura 10: Estrategias para la elaboracion de agentes teragnosticos. En (a) se tiene la
estrategia en la que se forma una molécula conjugada utilizando un espaciador. En (b) se tiene
la estrategia en la que hay un solapamiento de las propiedades terapéuticas y de diagnostico
integradas en una molécula (Adaptado de la referencia 36).

Se han desarrollado varias sondas de obtencion de imagen de moléculas pequeiias que se
dirigen hacia el biomarcador AP. Entre estas sondas se encuentran los agentes fluorescentes.?
A diferencia de la técnica de imagenes PET, mencionada en el capitulo anterior, se ha propuesto

utilizar imagenes Opticas para el desarrollo de estos agentes teragnosticos. Esta técnica de
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imagen trae como ventaja el bajo costo, una alta resolucion (aunque no tan alta como PET),
alta especificidad y el no ser invasiva.*® Las imagenes Opticas utilizan luz en el espectro visible
e infrarrojo cercano para llegar a visualizar diferentes procesos celulares, y las sondas de

imagen que utilizan para la obtencién de imagenes in vivo son agentes fluorescentes.*®

Uno de los requisitos fundamentales en su estructura es que presenten sistemas planos w
conjugados extendidos los cuales permiten una interaccion con los agregados amiloide.*® Un
ejemplo representativo de estos agentes fluorescentes es la Tioflavina-T (ThT), un colorante
que se utiliza para la deteccion de la presencia de fibrillas amiloide en tejidos cerebrales post
mortem y ,ademas, para estudios in vitro en el monitoreo de la formacién de fibrillas.?® Este
agente de tincion presenta una estructura dptima para el reconocimiento de fibrillas amiloide,
ya que consiste en una molécula aromatica relativamente plana e hidrofobica y las interacciones
que existen entre estas y las fibrillas son una combinacién de interacciones hidrofobicas e
interacciones m-m.° En su modo de accion, al unirse a las fibrillas amiloide con una
composicion de laminas B se observa un desplazamiento batocrémico en su espectro de
fluorescencia y ademds se observa un incremento de la intensidad en el espectro de emision.?
A pesar de su potencial como agente de tincion, este presenta limitaciones lo cual genera que
no se pueda utilizar en estudios in vivo. Entre ellas esta el que presenta una carga positiva lo
cual genera dificultades para atravesar la barrera hematoenceféalica. Por otro lado, su afinidad
de union a las fibrillas no es lo suficientemente alta. El esqueleto estructural de este colorante
hispatologico ha servido como inspiracion para la creacion de derivados que presentan
propiedades mejoradas con el fin de poder utilizarlos en estudios in vivo como, por ejemplo,
un incremento de la lipofilicidad con el fin de incrementar la permeabilidad a la BBB y que sea

mas potente. 203

Por otro lado, también se han reportado algunas sondas fluorescentes de infrarrojo cercano
(NIRF) para EA que permiten la obtencion de imagenes de formaciones AP vy,
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simultaneamente, inhiben su agregacion.** La luz NIR es adecuada para la obtencion de
imagenes in vivo de un proceso molecular debido a su 6ptima profundidad de penetracion, su
funcionamiento no invasivo, y porque minimiza la autofluorescencia de la materia biologica
(hemoglobina, melanina y lipidos) debido a que el rango espectral que se usa es entre los 650

y 990 nm. 284

Para que un compuesto sea un buen agente de imagen Optico debe cumplir lo siguiente:
presentar una alta selectividad y una afinidad de unioén a las placas AP (constante de inhibicion
(Kj) <20nM), presentar una alta estabilidad metabolica, tener un alto rendimiento cudntico con
un alto desplazamiento Stokes y, a su vez, ser capaz de entrar rapidamente en el cerebro tras
una inyeccion intravenosa penetrando rapidamente la BBB.?%%® Para lograr las caracteristicas
descritas de un buen agente de imagen Optico, es necesario que el compuesto sea ligeramente
lipofilico, que no presente carga y que, ademas, sea relativamente pequefio, con un limite de
peso molecular de 600 Da.?34¢ Esto es logrado principalmente por moléculas como las que se
presentan a continuacion. Debido al poco éxito en el desarrollo de nanomedicinas como agentes
teragnosticos del Alzheimer, en la siguiente seccion se desarrollardn aquellos agentes que
presentan mejor prospecto: las moléculas orgédnicas e inorganicas pequefias. Es importante
recalcar que las moléculas que se van a mencionar no entran en el rango espectral NIR, no

obstante, presentan un gran potencial teragndstico.
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3.1 Moléculas pequefias organicas e inorganicas

Los agentes que se describiran en este apartado se pueden apreciar en la Figura 11. El primer
ejemplo a describir de este tipo de compuestos es el SLOH (Figura 11), un fluor6foro de cianina
a base de carbazol que fue sintetizado por Li, Yung y Wong en el afio 2012 y que ha mostrado
un alto potencial como agente teragnostico para la EA.*® Su potencial radica en que permite
visualizar la dindmica de la fibrilogénesis de AP (el cual implica la fase de nucleacion y
elongacién) y, simultdneamente, inhibe su agregacion previniendo el crecimiento de
fibrillas.>**® La estructura base en la cual se han enfocado para la sintesis de este agente
teragnostico son los fluoréforos de cianina a base de carbazol, estos tintes presentan
propiedades que permiten la obtencion de bioimagenes a partir de la excitacion de dos
fotones.*®*Adicionalmente estos croméforos de monocianina pueden enlazarse a los

monoémeros y agregados AP, seguido de un fuerte incremento de la fluorescencia.

Cuando SLOH esta en presencia de péptidos o agregados APi-40 en un medio de buffer de
fosfato ocurre un incremento fuerte y progresivo de la intensidad de fluorescencia, seguido de
un desplazamiento hipsocromico del méximo de emision (blue shift) debido a que cuando el
péptido se enlaza con el fluor6foro este aumenta su rigidez, reduciendo el decaimiento no
radiativo de la cianina fotoexcitada. Este comportamiento se puede observar en la Figura 12,
en la cual se presenta esta molécula con una concentracion variada de los péptidos y agregados

APi.40 en un buffer de fosfato.*¢
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Figura 11: Estructura de los agentes teragndsticos descritos en este trabajo.

Figura 12: Espectro de fluorescencia de SLOH en un buffer de fosfato tras la adicion de diferentes
equivalentes del péptido AP0y de la fibrilla ABi40. El grafico de la izquierda muestra el espectro de
fluorescencia de SLOH en presencia de péptidos ABi-4y en el de la derecha se muestra el espectro en
presencia de fibrillas (Adaptado de la referencia 48).

El incremento de la fluorescencia de SLOH fue mucho mas pronunciado con las fibrillas A
que con los péptidos APBi-40 monoméricos, lo cual es una virtud de este agente pues se sabe que

las primeras son las especies mas neurotoxicas. Ello se puede observar en la Figura 13 en la
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que se muestra el espectro de fluorescencia de SLOH solo, SLOH con 100 equivalentes de
péptido ABi-20 y SLOH con 100 equivalentes de fibrillas AP. En la tabla 1 se muestra la relacion
del aumento de la intensidad de fluorescencia medidos con 100 equivalentes de mondémeros y
con 100 equivalentes de fibrillas Ai-s0, incremento que llega a ser de aproximadamente 82

veces al interactuar con las fibrillas amiloides.*®

Asimismo, se hall6 la constante de disociaciéon (Kp) para determinar la afinidad de este
fluor6foro hacia las fibrillas AB1-40 y se compar6 con la de la Tioflavina-T (ThT). Este ultimo
colorante es el que cominmente se usa para tefiir a las fibrillas amiloides, el cual se une a las
hojas B de estas tltimas.*® En la Tabla 1 se muestran los valores de ambas constantes de
disociacién medidas bajo las mismas condiciones.*® Una menor constante de disociacion de
este fluoréforo implica que presenta una mayor afinidad hacia las fibrillas amiloides que el
ThT, lo que indica que es un buen agente de tincion para las fibrillas, monémeros y placas
amiloide.*® Su potencial como agente de imagen se puede evidenciar en la Figura 14, en la que
se puede visualizar una imagen directa de los péptidos AP y de las fibrillas utilizando

microscopia de fluorescencia de reflexion total interna (TIRFM).*®

Por otro lado, su efecto terapéutico implica la inhibicién de la agregacion de los péptidos
APBi.40.*® Los autores de este estudio investigaron el mecanismo de la inhibicion de la
fibrilogénesis de APBi-40 por medio de la espectroscopia de dicroismo circular (CD) con la que
se evidencia que las fibrillas amiloide, al interactuar con esta molécula pierden o reducen su
conformacion de hojas B pasando a una nueva conformacion lo cual puede darse por la
formacion de un aducto AB-SLOH.* El efecto inhibidor se puede observar en la Figura 15,
en donde se muestra imagenes de las fibrillas que resultaron de la incubacion de los

monomeros APi-40 por 24 horas en ausencia y en presencia de SLOH.
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Figura 13: Espectro de fluorescencia del fluoréforo SLOH con fibrillas y péptidos Af
(Adaptado de la referencia 48).

Se evalu¢ la citotoxicidad de este compuesto frente a células humanas del neuroblastoma SH-
SY5Y observandose que no hay un efecto citotoxico significativo. Por otro lado, se observo un
fuerte efecto neuroprotector de SLOH frente a la citotoxicidad inducida por oligdmeros y
fibrillas AP hacia las células SH-SY5Y vy células corticales primarias de raton.** Asimismo, es
importante recalcar que llegd a atravesar con éxito la BBB en ratones transgénicos y ademas

se obtuvo una tincién de las placas amiloide en estos ratones.*®
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Tabla 1: Valores del incremento de la intensidad de fluorescencia y de las constantes de disociacion (Kp) de
SLOH. (Adaptado de la referencia 48)

Fréptido/Fiinte 6,3
Ftibrittas/ Finte 81,5
Ko SLOH [uM] 9
Kp THT [mM] 101

Figura 14: Imagenes TIRFM de las fibrillas Ap.40 marcadas con SLOH
(Adaptado de la referencia 48).

Figura 15: Imagenes TIRFM de las fibrillas amiloide en (a) ausencia y (b) presencia de SLOH (Adaptado de la
referencia 48).
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Otra investigacion que muestra el disefio de un quelante fluorescente que actiia como un agente
teragnostico es la desarrollada por Tao et al.** Este quelante fluorescente BTTA (Figura 11), a
diferencia del SLOH, basa su enfoque terapéutico en el protagonismo que presentan los iones
metalicos en esta patologia.*> Ello se debe a que los complejos Cu-Ap pueden acelerar la
agregacion AP y desencadenar los diversos efectos patologicos que conlleva esta enfermedad.
Es por esta razén que la diana terapéutica de este agente es la especie Cu-Ap. El agente quelante
BTTA (Figura 11) tiene la capacidad de dirigirse hacia los agregados AP los cuales presentan
iones Cu(ll), y permite retirar este ion de estos agregados, y simultaneamente permite
monitorear la disgregacion de metal - AB a través de cambios en la fluorescencia.* La
estrategia para la sintesis de este agente ha sido el crear una molécula conjugada en la cual se
presentan dos motivos estructurales unidos por un enlace amida (el cual evita el efecto de
transferencia de electrones fotoinducida): el cicleno y la BTA. El cicleno cumple el rol de
unidad terapéutica, este es un agente quelante el cual se caracteriza por su alta eficacia en la
modulacion de la agregacion AP inducida por metales. Por otro lado, se tiene a la anilina
benzotiazol (BTA), analogo neutro de Tioflavina-T, la cual cumple el rol de agente de imagen.
A diferencia de este agente fluorescente, BTA no presenta al nitrégeno heterociclico
cuaternario cargado positivamente por lo que presenta una carga neutra a pH fisiologico,
ademas es mas lipofilico y presenta una mayor afinidad de enlace hacia las fibrillas Api-

20,45,50
40.77 7

BTTA no muestra ningin cambio en la fluorescencia al estar en contacto con la mayoria de
iones metalicos, no obstante, presenta un cambio significativo al interactuar con el ion Cu(Il),
generando una disminucion de su fluorescencia. Este comportamiento puede ser explicado
debido a que hay una transferencia de energia del ligando excitado a los orbitales d del metal
y/o a partir de una transferencia de carga del ligando al metal (LMCT). Ello conlleva a afirmar

que presenta una alta selectividad hacia este ion metalico.’!
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En este estudio se calculo la constante de disociacion de BTTA hacia el ion metalico Cu(Il) y
se corrobord que este quelante es lo suficientemente fuerte para competir con los agregados AP
asociados al metal.*>>? Por otro lado, se confirmé que existe una alta sensibilidad y afinidad de

este compuesto hacia este ion metalico.

Igualmente, se evaluaron las propiedades de enlace del compuesto hacia los agregados ABa4o
inducidos por Cu(Il) y libres de este ion. Para ello, se afiadi6 este compuesto a una solucion de
fibrillas APaoen presencia de ThT. En la Figura 16 se muestran los resultados de este ensayo.*
En este grafico se observa la relacion de intensidad de las emisiones de ThT versus la
concentracion de BTTA en soluciones de fibrillas AP4o con y sin iones Cu(Il) y, como se puede
evidenciar, hay una disminucién de la intensidad de fluorescencia de ThT mas notoria en la
solucion de agregados asociados a estos metales que a los que estan libres. Ello lleva a pensar
que BTTA presenta una mayor afinidad hacia los agregados AP4o asociados a este metal. Por
otro lado, tiene sentido observar una disminucion de la fluorescencia de ThT en la solucion de
agregados sin la presencia de Cu(Il), ya que el grupo BTA tiene una estructura similar a ThT
y es logico que exista una competencia entre ambos por los mismos sitios de enlace, lo cual

conlleva a una disminucién de la intensidad de fluorescencia de Tioflavina-T.*

Figura 16: La relacion de intensidad de las emisiones de ThT(F/Fy) vs la concentracion de BTTA
(Adaptado de la referencia 45).

32



El modo de enlace de BTTA hacia las especies APao fue descrito utilizando estudios de docking
usando AutoDock4. La interaccion de los mondmeros AP4o con BTTA consiste primero en
ubicar el grupo BTA entre los aminoacidos hidrofobicos (Asn27, Ala30, Ile31, Leu 34 y
Met35) e interacciones de puente de hidrogeno entre el cicleno y las cadenas laterales de Aspl,
Ala2, Glu3 y Asp23 ubicadas en el fragmento N-terminal del péptido.*> Por otro lado, con
respecto a la interaccion con fibrillas ABaso, €l grupo BTA se sigue ubicando en las regiones
centrales con los aminoacidos hidrofobicos, mientras que en este caso hay una interaccion de
enlace de hidrogeno entre el grupo cicleno e Ile31.%° En la Figura 17 se muestran las
interacciones de puentes de hidrogeno con las cadenas laterales de los aminoécidos
mencionados. En la derecha se observa interacciones entre BTTA vy fibrillas AP4o yen la
imagen de la izquierda se observan las interacciones entre BTTA y monomeros APao.*
Adicionalmente, si se consideran agregados Afa4o asociados a Cu(ll) se tendrian las
interacciones mencionadas y, ademas, el enlace de coordinacion fuerte entre este ion metélico
(que estd unido a los agregados APB) y el grupo cicleno del BTTA. Aqui el grupo cicleno captura

a los iones Cu(Il) enlazado a los agregados AP, atenuando su agregacion.®

Figura 17: Interacciones hidrofobicas entre fibrillas, monémeros y BTTA (Adaptado de la referencia 45).
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Finalmente, mediante espectroscopia de dicroismo circular (CD), se logrdé observar la
capacidad de BTTA de desagregar los agregados AP asociados a Cu(Il). Asi, se observd que
los agregados AP inducidos por este ion se pueden revertir convirtiendo su estructura
enriquecida de hojas beta a una conformacion amorfa.* Ello se corrobord con el ensayo de
microscopia electronica de transmision (TEM) (Figura 18), en el que se puede evidenciar el
cambio conformacional de la estructura secundaria de los agregados AP inducidos por Cu(Il)
a estructuras amorfas al afiadirles BTTA. Entre sus beneficios, ademas de atenuar la agregacion
AP también puede suprimir la neurotoxicidad provocada por Cu-Ap in vitro en células PC12,
ademas de ser capaz de penetrar la BBB in vivo. Sin embargo, este agente presenta limitaciones
para la obtencion de imagenes in vivo de estos agregados debido a su corta longitud de onda de
fluorescencia, pero da pie a que investigaciones futuras puedan modificar sus propiedades

funcionales y estructurales a partir de este andamiaje para lograr su aplicabilidad in vivo. ¥

Figura 18: Imagenes TEM de las especies APao con 24 horas (a, b y ¢) y 48 horas de incubacion (d, e y f). La
figura a y d muestran al péptido AP, b y e muestra a Ap + Cu(Il), ¢ y f muestran Ap + Cu(Il) + BTTA.
(Adaptado de la referencia 45).
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Yang y colaboradores también han sintetizado un agente teragndstico que tiene un enfoque
terapéutico parecido al de BTTA, este se llama TBT (Figura 11).% Este compuesto, al igual
que el anterior, es una molécula conjugada que presenta una unidad de imagen y un agente
terapéutico unidos por un enlace. La unidad terapéutica, la cual se encarga de modular la
agregacion de AP0 inducida por Cu(Il) y Zn(II), es el cicleno y la unidad de imagen es 2-
fenilbenzotiazol, analogo neutro de la ThT.> Este agente teragndstico, ademdas de atenuar la
agregacion de estas especies amiloides, permite visualizar y monitorear in situ la desagregacion
de las mismas a partir de su fluorescencia en tejido cerebral de ratén con EA. A diferencia de
BTTA, el cual presenta selectividad hacia un ion metalico en especifico, TBT presenta una alta
afinidad hacia dos iones metélicos que estan unidos a los agregados Ap. Ello se ve reflejado en
los cambios en la fluorescencia que presenta este agente bifuncional al coordinar con los iones
metalicos de las especies Zn-Af y Cu-Ap. Al interactuar con la especie Zn-Af se observa un
incremento de la intensidad de fluorescencia de TBT, debido a que este ion metalico, tras la
coordinaciéon con el cicleno, bloquea el efecto de transferencia de electrones fotoinducido
intramolecular (el cual desactiva la fluorescencia pues implica una transferencia de electrones
de un donador a un aceptor en estado excitado).’***Este comportamiento no se observd en
BTTA debido a que el enlace amida que unia a la molécula conjugada separaba lo suficiente a
ambos grupos funcionales, evitando este efecto, por lo que no habia una respuesta significativa
en el cambio de fluorescencia cuando este quelante fluorescente estaba en presencia del ion
Zn(II). Este efecto del incremento de la intensidad de fluorescencia de TBT en presencia de
Zn(1II) se puede observar en la Figura 19. Por otro lado, se observa una respuesta diferente al

coordinarse con Cu(Il) pues se observa una desactivacion de la fluorescencia.

35



Figura 19: Espectro de fluorescencia de TBT tras la adicion del ion Zn(II) en
un buffer de 20mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 8% v/v DMSO, pH 7.4. En este
grafico se puede observar un incremento de la intensidad de fluorescencia al
incrementar el nimero de equivalentes del ion. Por otro lado, se muestra una
grafica en donde se tienen a la intensidad de emision a 375 nm variando la
proporcion de [Zn]/[TBT] (Adaptado de la referencia 53).

La afinidad de enlace del agente teragnostico hacia los agregados A4 fue estudiada utilizando
un ensayo de competencia de fluorescencia con ThT (Figura 20). Para ello a una solucion de
agregados AP4o-Zn/ ABso-Cu y agregados AP4o libres de iones que contienen ThT se le afadio
TBT. Lo que se observo es una disminucion drastica de la intensidad de fluorescencia de ThT
en la solucion de agregados APso-Zn/ ABso-Cu lo cual da a entender que TBT desplaza al agente
fluorescente y se enlaza con estas especies a través de enlaces coordinativos con los metales e
interacciones hidrofobicas (los cuales fueron corroborados con estudios de Docking
molecular).>® Esta afinidad de enlace hacia los agregados AP4o-Zn se corrobora con la constante
de inhibicién obtenida de TBT que fue de 1,62 uM. Si bien se evidencido también una
disminucion de la intensidad de fluorescencia de ThT en la solucion libre de iones metalicos,
ello no fue tan notorio, lo cual respalda el que este agente quelante fluorescente presente una

mayor afinidad hacia los agregados Ap4o-metales.>
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Figura 20: Espectro de fluorescencia de ThT en presencia de agregados APa4o-Zn tras la adicion continua
de TBT. En la grafica ubicada en la zona superior derecha se observa la relacion de intensidad de emision
de ThT (F/Fo) vs la concentracién de TBT. Tal y como se puede observar hay una disminucion mucho mas
marcada de la intensidad de fluorescencia de ThT cuando TBT lo desplaza e interactiia con la especie
APaso-Zn (Adaptado de la referencia 53).

Tal y como se menciono, las interacciones entre las especies metal-Af4o fueron estudiadas por
docking molecular. En ella se pudo observar que la unidad de imagen se enlaza con los residuos
hidrofobicos de la region 23-30 del péptido AP4o mientras que la unidad terapéutica se sitiia en
la region N-terminal de AP4o (cercano a los sitios de enlace de Zn(Il) y Cu(Il)). Se observan
ademas puentes de hidrogeno entre TBT y Ser23, Asp23, Glu3 y Aspl. Su potencial como
atenuador se comprobod utilizando espectroscopia de dicroismo circular, en ella se pudo
observar el cambio conformacional de la estructura secundaria de AP4o cuando se le afiadio
TBT, pasando de estructuras enriquecidas en hojas B hacia conformaciones aleatorias. Se ha
evidenciado que este compuesto presenta como beneficio el detoxificar la neurotoxicidad
inducida por las especies metal-AP4o en las células PC12 y, ademas, que puede atravesar la

BBB en ratones de forma eficiente y puede ser facilmente eliminado.>

Otro compuesto con potencial teragndstico fue sintetizado por Jadhao y colaboradores en el

afio 2016. Este compuesto es la base de Schiff basada en benzotiazol (E)-2-((6-
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clorobenzo[d]tiazol-2-ylimino)metil)-5-dietilamino)fenol (CBMDP) (Figura 11), la cual
presenta propiedades multifuncionales.’® Por ejemplo, este compuesto actiia como un quelante
de metales (Fe(Il), Zn(II), Cu(Il)), tiene las propiedades para atravesar la BBB, tiene una alta
afinidad hacia los agregados A asi como también permite la obtencion de iméagenes de estos
(es un fluordforo que absorbe en UV) y también tiene la peculiaridad de actuar como un agente
oxidante el cual permite frenar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).>® Como
unidad de diagnoéstico presenta en su estructura a un derivado neutro y lipofilico de la ThT
enlazado a la unidad terapéutica, la cual es el agente quelante clioquinol. Es importante recalcar
que este compuesto cumple con la regla de cinco de Lipinski, la cual lista las caracteristicas
quimicas que deben tener los compuestos que se quieran usar de forma farmacolégica, vy,
ademads, presenta como ventaja el que pueda estabilizar a los mondmeros, asi como también

retardar su proceso de agregacion.>®

El reconocimiento y el enlace de CBMDP hacia los péptidos APso se evalio a partir de
mediciones espectroscopicas de fluorescencia en estado estacionario, asi como también se
utilizaron mediciones espectroscopicas de correlacion de fluorescencia (FCS). Aqui se incub6
AP4o con CBMDP y se midio la emision de fluorescencia dando como resultado un incremento
continuo de la intensidad de emision del fluoréforo a medida que incrementaba el tiempo de
incubacion, lo que da a entender que puede haber una interaccion entre ambos. Lo mencionado
se puede observar en la Figura 21. Para distinguir si estas interacciones entre CBMDP se daban
con agregados AP4o 0 con mondmeros Afaso, se utilizo la técnica de FCS. Gracias a estos
estudios se pudo corroborar que este agente teragnostico puede llegar a reconocer a los
oligdbmeros Aao y, lo que indica que este fluordforo puede ser un agente de tincion especifico

hacia agregados amiloide, como lo es la ThT.
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Figura 21: Grafico de la intensidad de fluorescencia de emision del CBMDP en presencia de Apao.
En este grafico se puede observar un incremento de la intensidad de fluorescencia a medida que va
incrementando el tiempo de incubacion entre CBMDP y A4 (Adaptado de la referencia 56).

Por medio de técnicas como el docking molecular in silico y la simulacion de la dindmica
molecular (MD), se ha probado la especificidad de esta molécula hacia los péptidos Ao, asi
como también se evalu6 su propiedad de estabilizar a la estructura monomeérica con el propdsito
de poder retrasar el proceso de agregacion al enlazarse con la regiéon amiloidogena. En estos
estudios computacionales se compar6 a CBMDP con el agente ThT. Segun los datos
computacionales de docking molecular, la interaccion mas favorable entre el CBMDP y ABso
involucra interacciones de enlaces de hidrogeno e interacciones n-m.°® Los enlaces de hidrégeno
se pueden observar entre el oxigeno del hidroxilo y el nitrogeno del tiazol de CBMDP con los
residuos polares de los aminoacidos Glu22 y GInl5 respectivamente.’® Ademads, se dan
interacciones edge-fo-face m-m entre los anillos fenilos del compuesto y el anillo imidazol de
His6 e His14 de ABso. Segun lo que se reporta en el estudio la distancia de enlace entre esta
interaccion es de menos 5.5 A, por lo que se comprueba es que esta interaccion es muy fuerte.
Ademas, este compuesto presenta una mejor interaccion con el péptido que la ThT, en el cual

solo se puede observar interacciones edge-to-face n-n con His6 y con Phe4.>® Las interacciones
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de CBMDP con el péptido APso se observan en la Figura 22. Se menciona de igual forma que
CBMDP se enlaza a la region amiloidogénica (KLVFFA), especialmente cerca a los sitios de

enlace con metales.>®

Figura 22: Interacciones en 2D y 3D del péptido AB con CBMDP. Las interacciones
encerradas en circulo amarillo son interacciones m-m, mientras que los encerrados en blanco
son de puentes de hidrégeno (Adaptado de 56).

El ligando CBMDP es un ligando bidentado, el cual forma complejos del tipo ML, con una
geometria cuadrada plana al coordinarse con los metales, y forma complejos
termodindmicamente estables con Fe(Il), Cu(Il) y Zn(II) (el ligando presenta una mayor
afinidad hacia el Cu(II)).>® Se estudi6 la actividad quelante d¢ CBMDP al incubarlo con iones
Cu(Il) y lo que se observo fue una disminucion drastica de la intensidad de fluorescencia de
CBMDP, asi como también un efecto hipsocromico en el espectro de absorcion. La constante
de formacion del complejo Cu-CBMDP es de 2,4235x10* M!, lo que implica que estan

fuertemente enlazados.>®

A su vez, se investig6 el efecto de este ligando en la agregacion de AP4o inducidos por Cu(Il).
Para ello se realiz6 ensayos con ThT y se monitored su agregacion. Se compard la fluorescencia

de ThT en presencia de AB4o y ThT en presencia de ABso-Cu y se observo un incremento notorio

40



de la intensidad de fluorescencia en el segundo caso, lo cual puede atribuirse a la presencia de
este ion, el que induce una rapida agregacion. Por otro lado, cuando se anadi6 CBMDP, la
intensidad de la fluorescencia se redujo en ambos casos, lo que indicaria que CBMDP puede
reducir la agregacion de AP4o inducida por este metal a través de la captura de este ion metalico
o interfiriendo en los sitios de coordinacion entre Cu(Il) y APaso, tal como se puede observar en
la Figura 23.%¢ Es importante recalcar que, tal y como se observa en la Figura 23, hay un efecto
de retardo en la agregacion de APso en presencia de CBMDP. Este ultimo no impide la

agregacion del péptido, pero, ciertamente, retarda su rapida agregacion.>®

Figura 23: Monitoreo de la cinética de agregacion de AB40 utilizando el agente de tincion ThT,
en presencia de péptido, CBMDP y el ion Cu (II) (Adaptado de la referencia 56).

Finalmente, Zhang y colaboradores reportaron en el afo 2014 un derivado de curcumina
CRANAD-28 (Figura 24) que presenta propiedades teragnosticas.®’ Este compuesto permite la
obtencion de imagenes in vivo de las placas amiloide y la angiopatia cerebral amiloide
utilizando la técnica de microscopia de dos fotones o también conocida como multifotonica.

Entre sus propiedades terapéuticas se encuentra el que puede atenuar la agregacion de AP
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inducida por iones metélicos o por condiciones naturales. El andamiaje base que se utiliza en
este compuesto es la curcumina, la cual presenta propiedades antioxidantes y antiinflamatorias,
ademas de ser un agente antiagregante de especies amiloides.’®*° El CRANAD-28 presenta en
su estructura tautomerismo ceto-enol que genera que la molécula posea una larga cadena de
carbonos conjugada presentando propiedades fluorescentes.’® " Asimismo, este analogo de
curcumina exhiben su estructura al anillo pirazol (sustituido en la posicion N-1 por un fenilo)
el cual le confiere un mayor rendimiento cuantico debido a que este grupo minimiza la
tautomerizacion generando una disminucion de los mecanismos del decaimiento de emision no
radiativa.’’” Ademas de ello, los autores de este estudio especulan que este compuesto presenta
propiedades de atenuacion de la agregacion de AP inducida por Cu(Il) debido a que puede

coordinar con este ion.>’

Para evaluar la interaccion de CRANAD-28 con los agregados AP, se incubaron los
monomeros Aoy AP42, dimeros y oligdmeros AP, asi como también agregados AP4o con este
compuesto y lo que se pudo observar en todos los casos fue que la intensidad de emision del
fluor6foro disminuyo, tal como se muestra en la Figura 24. Ello da a entender de que hay una
interaccion entre este agente teragnodstico y las especies AP, aunque el mecanismo por el cual
ocurre esta desactivacion no se conoce. Asimismo, para evaluar su potencial como agente de
tincion se compar6 su actividad con la Tioflavina-S (el cual es un agente de tincion de las
placas amiloide) tifiendo cortes cerebrales de un raton transgénico de 18 meses APP/PS1. Se
corrobord que los patrones de distribucion de las placas amiloide tefiiddas obtenidas con

CRANAD-28 eran muy similares al obtenido con el agente de Tioflavina.®’
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Figura 24: Espectro de fluorescencia de CRANAD-28 en presencia de especies AP (Adaptado
de la referencia 57).

La propiedad atenuante sobre la agregacion APs> inducida por el Cu(Il) y bajo condiciones
naturales se comprob6 con la técnica Western Blot. Para ello se hizo una electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico (SDS) y se us6 FAM como colorante afin hacia
AP4>. Se sospecha que la propiedad como agente quelante de este compuesto recae en el anillo
pirazol de su estructura pues este puede coordinar con el ion cobre compitiendo con los
aminoacidos H13 e H14 de los agregados A, removiendo a este ion de los agregados Cu - A3

y atenuando su formacion. °

Asi, en este trabajo se han presentado cinco moléculas pequefias que muestran caracteristicas
bifuncionales, por un lado, como agentes de imagen de fluorescencia y como agentes
terapéuticos en base a su accion inhibidora de la agregacion de AB. En la gran mayoria de los
agentes que se han mencionado, sus funciones terapéuticas se basan en sus propiedades
atenuantes por medio de la quelacion de metales (Cu(Il), Zn(Il)) enlazados a agregados A y/o
por la modificacion de la estructura secundaria (hojas ) de estos hacia estructuras amorfas.
Por otro lado, es importante recalcar que cada una de las moléculas mencionadas tiene un gran
potencial teragndstico, presenta una respuesta resaltante en su intensidad de fluorescencia al
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estar en contacto con fibrillas AP y, como caracteristica adicional, algunas de ellas presentan

un efecto neuroprotector de la toxicidad inducida por estos agregados.
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4. Conclusiones

Existen diversos inconvenientes para encontrar un tratamiento eficaz para el Alzheimer y entre
ellos estd la compleja naturaleza de esta enfermedad y los limitados medios de diagnostico
certero de la misma. Por ello, se tiene como objetivo el diagndstico temprano de la enfermedad,
el seguimiento de esta y, ademas, encontrar tratamientos modificadores que permitan un retraso

o detencion del progreso de EA.

El campo teragndstico representa la posibilidad de incluir en el mismo vehiculo, el método de
diagndstico y tratamiento, de forma simultanea. Tal y como se ha descrito en el documento
estos cinco agentes teragnosticos, en su mayoria, presentan una mayor afinidad hacia las placas
amiloide que la Tioflavina-T e inclusive pueden discriminar a las fibrillas amiloide de los
monomeros amiloide lo cual es muy ventajoso. Muchos de estos compuestos presentan, ademas
de su afinidad por formaciones amiloides, propiedades antiagregantes a partir de la terapia
quelante, son modificadores de la superficie de las fibrillas o inclusive han llegado a cambiar
las estructuras secundarias de los agregados AP. Se puede observar que estas presentan un gran
potencial pues han logrado atravesar la BBB con éxito, y han permitido una tincion de las
fibrillas amiloide en estudios in vitro, lo cual abre la posibilidad de que algunas puedan
utilizarse en estudios in vivo. Por otro lado, es importante resaltar que la gran mayoria presenta
un efecto neuroprotector de la toxicidad inducida por estos agregados lo cual es una ventaja
adicional que dan estos agentes teragnodsticos ademas de cumplir con su propdsito de
antiagregante e imagen fluorescente. Algunas de estas moléculas presentan un gran potencial
para la obtencion de imagenes in vivo, mientras que otras se ven limitadas por su corta longitud
de onda de emision. Por ello, se sugiere el estudio de agentes teragnodsticos que presenten
motivos estructurales parecidos a los ya mencionados pero con modificaciones estructurales

que permita que su longitud de onda de emision se encuentre en el rango NIR pues, como se

45



menciond, esto garantizaria una Optima profundidad de penetracion y minimizaria la

autoflorescencia, lo cual haria adecuados a estos agentes para su aplicacion in vivo.
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