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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas han aumentado su incidencia de manera
exponencial a nivel global siendo una de las principales causas de muerte en el mundo.

La enfermedad de Alzheimer destaca por la gran implicacién social que conlleva y la
dificultad de su diagndstico.

Ante la nueva evidencia de la implicacion de la alteracion del equilibrio intrinseco de
las neuronas (deshomeostasis), los metales toman mayor relevancia siendo objetivo de
estudio por la facilidad que tienen de generar los plegamientos causantes de la enfermedad y
la degeneraciéon neuronal(teoria amieloidogénica).

La tendencia actual de la busqueda de nuevos farmacos favorece la utilizacién de
técnicas,capaces de optimizar el proceso de obtencién y mejora de la caracteristicas de los
mismos; entre ellas, técnicas espectrofluorimétricas y espectrofotométricas, capaces de
gestionar la evidencia y facilitar la informacién a la investigaciéon,siendo herramientas de
futuro.

Palabras clave: Alzheimer,deshomeostasis, metales, quelacidon, espectrofotometria,
espectroflurimetria, técnicas analiticas, interaccion.

SUMMARY

The incidence of neurodegenerative diseases have experimented an exponential
increase and are one of the main causes of death in the world.

Among them, Alzheimer disease is highlighted due to its important social repercussion and
the difficulty of diagnosis.

Metals play a relevant role in this type of ilness, related to changes in the intrinsic
neuronal balance. They produce an incorrect folding of proteins that cause neuronal
degeneration (amielogenic theory).

This evidence is been used to develop new drugs by spectrophotometrycal and
spectrofluorometrycal tecniques that optimize the production and improve the caracteristics
of this drugs. These techniques are useful tools for future investigations.

Key words: Alzheimer disease, dyshomeostasis,metals, chelation, spectrophotometry,
sprectrofluorometry, analytical teciques, inteccation.

ABREVIATURAS

AE - Enfermedad de alzheimer

ATP - Adenosin trifosfato

aa - Aminodcido

MTs - Metaloproteina

NMDA - acido N-metil-D-aspdrtico
Fco -. Fdrmaco

UV-vis =. ultravioleta visible

END - Enfermedad neurodegenerativa
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas(END), son un grupo de patologias crdnicas,
hereditarias o adquiridas, que afectan al sistema nerviosocentral produciendo una
degeneracion gradual y permanente de la actividad cognitiva y/o motora (vulnerabilidad
selectiva) de la persona que lo padece, llevando a los afectados a tener una peor calidad de
vida, repercutiendo también sobre sus familiares(®.

Estas enfermedades afectan a personas de edad avanzada como consecuencia de
diferentes causas teniendo en comun la acumulacion de proteinas que se pliegan mal,
formando agregados que se depositan en el interior o el exterior célular, provocando la
inflamacién neuronal y estrés oxidativo y posterior muerte neuronal.

En los ultimos anos las END se consideran una epidemia moderna debido al
envejecimiento progresivo de la poblaciéon, que incrementan exponencialmente su
auge,siendo una de las principales causas de muerte y situdndose a la par de las enfermedades
cardiovasculares o el cancer; con un gran impacto, sobre todo, en paises desarrollados.Segun
la OMS, a causa de estas patologias mueren 6,8 millones de personas en todo el mundo.

En Espafia la prevalencia de las END sigue la tendencia de muchos paises europeos,
siendo la principal la enfermedad de Alzheimer (EA), que afecta con mayor frecuencia a la
poblacion mayor de 65 afios, generalmente mujeres, aumentando su porcentaje
progresivamente a medida que aumenta la edad de la poblacién, conllevando una gran carga
social, econdmica y sanitaria(se alcanza un gasto total para estas patologias de 18.806
millones de euros anuales). Se considera que en Espafia,la prevalencia de las END es de
un1,90%, llegando a estimar, segun la bibliografia, un total de 988.000 personas afectadas®?.
De entre ellas, destacan por su prevalencia las enfermedadades de Alzheimer, Parkinson,
Hantington y la esclerosis multiple(X34),

Enfermedad Prevalencia global Poblacion afectada
Alzheimer y otras demencias 1,53% 717.000
Enfermedad de Parkinson 0,34% 160.000
Esclerosis Multiple 0,08% 47.000
Enfermedades Neuromusculares 0,12% 60.000
Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) 0,008% 4.000
TOTAL AFECTADOS 2,08% 988.000

Tabla 1. Prevalencia de la enfermedades neurodegenerativas en Esparia.®

A nivel global se espera un aumento de estas patologias llegando a afectar a un total
de 65millones de personas en 2030 y a 115 millones en 2050, alcanzandouna prevalencia de
un 2% de la poblacion mundial y con una incidencia de un enfermo cada 4 segundos'?.

Cada vez mas estas patologias van adquiriendo mayor importancia tanto a nivel social
como econdmico, siendo de suma importancia la prevencién y el diagndstico precoz®); esto
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conlleva una respuesta inmediata para la busqueda de soluciones y tratamientos que puedan
revertir este avance .
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Figural.- Prondstico del crecimiento de la demencia en el mundo®. Fuente :Abbott,2011

2. OBJETIVOS

Debido al incremento de las END se han planteado, en este trabajo,los siguientes

objetivos:

e Conocer las enfermedades neurodegenerativas (causas,sintomas,etc.),especialmente
la enfermedad de Alzheimer y la implicacion que tienen sobre ellas la acumulacién
de biometales.

e Valorar el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, nuevas vias de tratamiento en
relacion a la quelacidén de los biometales.

e Estudiar la aplicacion de técnicas espectrofotométricas y/o fluorimétricas para la
determinacién de la sensibilidad, selectividad y potencia de diversos farmacos
encaminados al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

3. MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracién de esta revision, se realizd una busqueda bibliografica usando
como fuentes bases de datos respaldadas como: Pubmed, Elsevier, Sciencedirect, Scopus,
Springer e ISI Web of Knowledge; asi como paginas webs de organismos oficiales como: la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS / WHO) y el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales
e lgualdad.

Para la busqueda se usaron palabras claves, tanto en espafiol como en inglés, como:

"neurodegenerativedisease","B-amyloid","folding","deshomeostasis"”, "Alzheimer disease”,

“chelation”, "clioquinol", "treatment”, etc.
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Se seleccionaron articulos que correspondian con la tematica a evaluar y que tenian
fecha de publicacién en los ultimos 15 afios.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS-ALZHEIMER: LA EPIDEMIA SILENCIOSA

Como se ha descrito en la introduccion, las enfermedades neurodegenerativas estan
creciendo exponencialmente a medida que la poblacién envejece (debido a la mejora de la
calidad de vida y la disminucion de la poblacién neonatal) siendo asi, con el paso de los afios,
una de las principales causas de muerte.

Debido a su gran prevalencia en el mundo y por ser la primera en Espaiia afectando en
mayor medida a mujeres mayores de 65 afios con un nivel educativo bajo, residentes en el
area metropolitana y con una profesion relacionada con el &mbito del hogar, la enfermedad
de Alzheimer (EA) se ha convertido en el punto crucial de este estudio, pudiendo afectar a un
10,97% de la poblacion en un futuro no muy lejano*3).

La EA es una enfermedad neurodegenerativa que afecta al area tempoparietal del
cerebro atrofidandola y provocando un deterioro cognitivo (pérdida de la memoria inmediata)
y trastornos conductuales (déficit de atencidn, cambios en el estado de danimo, etc.). Este
deterioro conlleva una disminucién de la independencia del individuo que lo padece, con lo
que también tiene un efecto a nivel del entorno que lo rodea(familiares)®.

La enfermedad se caracteriza por la formacién de placas seniles y ovillos
neurofibrilares, que provocan pérdida de la continuidad sinaptica®. Son acimulos de
proteinas "mal plegadas" producidas por un mal metabolismo de las mismas o por la
interaccidon de iones presentes en el entorno de las neuronas que acarrean consigo una
alteracion del mismo sistema llegando a alcanzar el estrés oxidativo causante de la
degeneracién neuronal. Se pueden considerar como "un desorden intrinseco de proteinas"®).

La patogénesis de la enfermedad no tiene una causa definida(multifactorial), pero se
trata de esclarecer mediante dos teorias: la hiperfosforilacion de la proteina Tau y, como
teoria mds asentada, la formacion de placas amieloides. Esta Ultima teoria estd muy
estrechamente relacionada con la primera

4.1.1. Amieloidogénesis-la teoria de la cascada amieloide:

En condiciones normales, la proteina Neurotransmitter
precursora  amieloide  (APP), proteina
insertada en la membrana, se escinde por dos AB oligomers
peptidasas(fyysecretasas), las cudles dan
lugar a péptidos: uno largo que proviene de la
B-secretasa, sAppB, quedando anclado a la
membrana un fragmento mas pequefio, de 99 5.125522‘* and neuronal
aminodcidos(aa), que es cortado por la - o
secretasa. La cual puede generar dos @ AP plagues
fragmentos de diferente longitud, AB40 6 T o] Neurotransmitter receptor
AB42, siendo mds abundantes los fragmentos

Synaptic
dysfunction
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cortos, mientras que las formas un poco mas alargadas son mas insolubles y propensas a
formar fibrillas®>719, Estas fibrillas se pueden acumular tanto en el exterior como en el interior
de la neurona!”).

En condiciones patoldgicas, estos ultimos péptidos, tienden a plegarse de una manera
incorrecta con una estructura de lamina- debido a la interaccidon de los aa en posiciones 16-
23y 18-350). Debido a esto, los fragmentos tienden a agruparse formando oligémeros para
formar fibrillas amieloides que se acumulan formando las placas. Por otra parte, estos
fragmentos de dimeros pueden formar poros causando la entrada de iones que provocaran la
degeneracion neuronal.

'8
- AB Monoﬁa\ =l
— - po L’

kMonomer

Membrane Pore /Annular Cylindrin B Diﬂn:er AB-Cu Dimer AB-Cu Oligomer
Protofibril (APF) )—“-,z Monomer l

Prefibrillar [|EE - f }3;,
Oligomer RSN : kDimer y@‘;ﬁ";ﬁ%
s E 22

(pFo)

AB Trimer
Fibrillar AB-Cu Aggregate
Oligomer
(FO)
Protofibrils
Amylospheroid
Amyloid Fibril

En-bloc conformational
change

Figura3.-Esquema de generacion de las fibrillas amieloides y otros derivados.®

4.1.2. Deshomeostasis:

Para poder explicar el mal plegamiento de los péptidos amieloides, tenemos que
hablar del entorno, es decir, del ambiente que propicia este proceso. Como bien sabemos
estas proteinas se encuentran en un ambiente fluido en disolucidn junto con otros elementos
qgue componen su "ambiente"(entre ellos, nutrientes necesarios para la actividad y
subsistencia de la neurona). Al igual que todas las células, en su interior estan presentes iones
gue permiten mantener la actividad, la estructura y el equilibrio de la misma para evitar una
alteracion del sistema.

El intercambio de los iones con el medio se produce a través de la BHE, que en funcién
de su permeabilidad y la capacidad que tienen los astrocitos (células que regulan el
metabolismo de las neuronas) determinardn el equilibrio de los mismos gracias a canales o
proteinas que los acumulan, transportan o intercambian de un medio a otro.

Estos iones se mantienen en concentracién adecuada gracias a la autorregulacién que
proporciona el sistema de la neurona, pero cuando este sistema falla, sucede lo que se conoce
por deshomeostasis, provoca alteraciones dentro la célula. Este desequilibrio, ya sea
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disminucidn o acumulacion de los mismos, se puede dar como consecuencia de una disfuncién
genética (modificacion de canales, alteracidon en estructuras proteicas, etc.), una dieta
inadecuada, interaccion con medicamentos o una exposicion a un ambiente con un alto
contenido de los elementos, en especial metales.

El aumento de estos elementos puede producir alteraciones a nivel cinético,
permitiendo un mal ensamblamiento de las fibrillas, dando lugar a estructuras amorfas tanto
intramolecular (Cu) como intermolecular (Zn).

Al observar que muchos de estos elementos son intrinsecos en la célula y que tienen
un alto potencial etioldgico, se ha puesto en el punto de mira a los bioelementos (forman
parte del centro prostético de enzimas y metaloproteinas) como una causa que pueda explicar
el plegamiento de las proteinas y como la variacién de sus niveles pueden generar las placas
seniles y las neurofibrillas. Se ha observado la disminucién de los niveles de estos
bioelementos en diferentes regiones donde se concentran estos acimulos proteicos, debido
a que los bioelementos forman parte del "core" de los mismos.

Entre los bioelementos que mas destacan por su abundancia en las células, se
encuentran el cinc, el cobre y el hierro. Por este motivo, este trabajo se centra en estos tres
elementos (tabla 2), sin dejar de lado otros metales, como aluminio o magnesio, que pueden
considerarse factores etioldgicos de la enfermedad.

Estos metales pueden unirse a las proteinas con una afinidad relativa provocando la
alteracion del sistema: aumentado el nimero de radicales libres, permitiendo asi una
activacion descontrolada del sistema ROS, produciendo la degeneracion neuronal y, con ello,

su muerte(68-15),
3 /« L %

\
-

um—.’
g I Senile plaques
9

AP monomers u AR

- .y
V 4 T
Metal ions
Chemical/biophysical stress
Figura 4.-Formacion de una placa senil debido a la agregacion inducida por un metal

La unién a estos metales hace que esta configuracion que adoptan sea mas resistente
a a-secretasas(correccion de fallos) favoreciendo asi la rotura de mas APP y la generacidn de
mas mondmeros continuamente y, asi, permitiendo la aparicion de mas placas seniles
culminando incluso en la formacién de neurofibrillas.(1%16)

4.1.3. Hiperfosforilacion de Tau:

Otro de los fenémenos ligados con la EA es la hiperfosforilacidn de la proteina Tau que
esta estrechamente ligada con la alteracidn de los niveles de los iones, en especial Cu y Fe,
que llegan a afectar a la bioquimica del sistema, activando el sistema CDK-5/GSK-3pB quinasa,
permitiendo la fosforilacién de los microtubulos de las neuronas, haciendo que estos se
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agrupen en estructuras helicoidales interrumpiendo la estabilidad estructural de la neurona,
haciendo que disminuya la concentracién de B-amieloide (AB42), favoreciendo el aumento de
su escisiéon desde la APP, generando un mayor niumero de radicales favoreciendo el estrés
oxidativo (H20 ) y la aparicion de mas placas!’217),

Tabla 2.-Analisis de los metales que afectan a la enfermedad de Alzheimer-desequilibrio y causas.(7:10:13-15)

Cu

Homeostasis

Sistema regulado por:

- MTs y formando parte
de la cadena de Ia
ATPasa.

- Receptores NMDA a
nivel postsinaptico.

Niveles a nivel
cerebral

Normales:3,1-5,1pg/g
Patoldgicos:>6,5ug/g

Efectos en la
cascada
amieloide

Mzn]

permite

recolocacion  de
monomeros,

expuestas  sus
hidréfobas y facilitando
el rapido 'y  mal
plegamiento de las
mismas provocando Ia

accion cadena oxidativa
facilitando la formacidn
de las placas seniles en la
hendidura sinaptica y asi
permitiendo la activacion
y contribuyendo a la
apoptosis, la disfuncion

La variacion de Ila
concentraciéon  puede
verse afectada sobre
todo por variaciones a
nivel de los
transportadores de este
i6n(GPI-Cp/ATP7B
polimorfismo);
disminuyendo la parte
unida a proteinas y
aumentando la parte
libre y facil de quelar,
permitiendo su
acumulaciéon a nivel de
los astrocitos que
permiten la unién a la
neurona favoreciendo
la acumulacion en
ambas células evitando
su regulacion y
favoreciendo la
apoptosis(T* de la
inflamacion 'y estrés
oxidativo).

Fe

Sistema regulado por:

- Transferrina, ferritina
y la  glucoproteina
sérica.

Normales:216-272ug/g
Patoldgicos: >280ug/g

‘M Fe]provoca
alteraciones en zonas
donde hay una menor
produccion de ferritina,
permitiendo su
aumento como idn
libre, favoreciendo asi
Su unién a mondmeros
haciendo que se
plieguen de manera
rapida facilitando asi la
interaccion con otros
continuando con Ia
generaciéon de los
acumulos y laformacidn
de las placas seniles.
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4.2.Nuevas vias:Técnicas para evidenciar la interaccion farmacos-biometales:

Tabla 3.-Tratamiento frente a la enfermedad de Alzheimer-

Se han observado distintos Farmacos en fase de investigacion. 1)

elementos que son capaces de Grupo Accion Fempios
. . Inhibidores de la Aumentan la transmisién | Donepezilo, rivastigmina,
desencadena r Ia AE' por COnSlgulente' rratemionto Acetilcolinesterasa c(;liisnne;irfiuc:i(é’]n*c:erllca.daeci\iz:). galantamina.
podemos considerarles alertantes del 0| AntagonistadeNMDA | enoERi@ 08 Memantina.
inicio de la misma (diagnéstico) y dianas e
. " aclaramiento (activo o
como a Ite rnatlva de trata mi ento. Se Inmunoterapia paf:i\llo.)dde Iadpro.(el’ga B- Bapineuzumab.
buscan farmacos que puedan modular la agregacion.
. Inhibidores de GSK3 | ef;gf"ocrf::;:::’e . Litio.
enfermedad frente a las terapias T
. . . Nuevas v.fus de TREEEREBCR 3y amieloide evitando el corte Semagases(‘a(.
habituales que actuan directamente sobre tratamiento secretasas de la APP. Adretina,
. , Evitan la formacién de .
el foco y ayudan a mejorar los sintomas®), antisgregantes | fibrilas ya que mietfiaren | __Colostrinina.
amieloides enese proces.ofreduciendo Gl Emes.
Esta nueva linea esta basada en la o toxicdet. Gioanal
. ., , Moduladores de Fe, Cuy Quelacion PET,
combinacion de farmacos (fco) va & RTHLVFFARKNH,

empleados en la enfermedad combindndolos con otras estructuras capaces de regular la
influencia de estos biometales (disminuir su concentracion o regular los cambios de oxidacién)
planteando asi la disminucién de la agregacion de la proteina B-amieloide, la produccién de
radicales libres y asi evitando el estrés oxidativo, la apoptosis y la degeneracion neuronal.

En general, se buscan estructuras con la facultad de atravesar la BHE, compuestos
pequenos de bajo peso molecular, sin carga o con poca variacién de ella y que sea selectivo
para evitar comprometer otras estructuras dentro de la neurona.

Estas estructuras que se acoplan se fundamentan en la teoria de la quelacién(terapia
empleada en la eliminacién de metales) utilizando radicales libres como brazos para captar
los metales y evitar sus efectos(129),

R'
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Metal Chelation . /g A S Interaction
I/ XN G 8

i 19 ¥
gl 2
X R® OH 3 U R
iy — . el
N," \\/;/\l R2 R (0] (o]
I AN
OH | |
ARG 8 ,
Clioquinol H Coumarins

P oH

Multifunctional Ligands

—— Metal chelator, antloxidant Y, | Metal chelator, antioxidant
LS 9 —=( ~
™, A B [ \
b N 1 L_positon20r7 &[/\ ‘ IOH LN\
nve; T me S v N 7N o
: fo A% NY. eEnnd [ ] LI =N
HC Y B OoH d D | S
O .- LI N
on AN~y My N
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Scuteflarein carbamate derivatives 14-17

Figura 5.-Ejemplo de la combinacion de farmacos con estructuras quelantes®®),

Los cuerpos suelen ser estruturas ciclicas con dobles enlaces capaces de generar
resonancia; derivados de indol, piperazinas,quinolinas, etc.. Se utilizan como base debido a
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sus propiedades lipofilicas, que les facilitan la entrada a la neurona, ademads constituyen bases
de Schiff (imina,C=N-R)que facilitan la coordinacion de estos biometales y actuando a su vez
COMO sensores.

Para evaluar la capacidad de estos farmacos como terapia es imprescindible
determinar su sensibilidad, selectividad y potencia, mediante técnicas espectrofotométricas
y espectrofluorimétricas,ya que la mayoria presentan estructuras resonantes que pueden
emitir fluorescencia, facilitando la obtencién de un espectro en el que se pueden apreciar
cambios significativos y poder cuantificarlos.

4.2.1.Selectividad:

Para evaluar la selectividad de uno de estos farmacos con respecto a un biometal
determinado se realiza un espectro de absorcidon UV-vis del farmaco solo y del mismo con la
adicién de un metal en concentracién creciente para evaluar si hay variaciones con respecto
a las absorbancias o posiciones de los maximos de absorcién del espectro inicial, evidenciando
que hay interaccién entre el farmaco y el metal y dejando constancia de su capacidad
quelante(figura 6-grdfico A).

Posteriormente, se realiza un estudio fluorimétrico para evidenciar, con respecto a
otros metales, su selectividad observando un aumento de la intensidad de fluorescencia en
los maximos de emisidn con respecto a la intensidad que emite en presencia de los distintos
metales(figura 6-grdfico B). Asi para constatar aun mas la selectividad del fco, se realiza un
control de la sefial de fluorescencia emitida por el metal con interferencias de otros metales,es
decir, todos en la misma disolucion.Se valora la variacion del espectro incial del fco. con
respecto al espectro que se muestra con interferencia de otros metales.
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Figura 6.-Graficos :A la linea discontinua representa el espectro de absorcion UV-vis del farmaco sin metal y las lineas de

color representan las distintas variaciones con la adicion creciente del metal. B representa el espectro de emision
fluorescente del farmaco con respecto a otros metales sin interferencias de los mismos@).

4.2.2 Sensibilidad:
En cuanto a la sensibilidad del farmaco por el biometal, nos referimos a la capacidad

gue tiene para permitirnos detectar concentraciones pequeinas del biometal en entornos
distintos, para ello tenemos que hablar del efecto del pH.

-11 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

El pH juega un papel muy importante sobre la activacién de los radicales que poseen
estas estructuras facilitando o dificultando su actividad en su zona de actuacién (atravesar o
no la BHE) Ademas, nos permitira caracterizar y obtener una idea del mecanismo coordinacién
con el biometal.

Para evidenciar su actividad como sensor se somete a distintas disoluciones con una
concentracion constante de analito, en este caso el metal,obteniendo variaciones en las
intensidades de los maximos de absorbancia o emisién (AA 6 AF) con respecto al pH
correspondiente.

Las disoluciones suelen ser: HCI, acido citrico para generar un rango de acidez que
abarca del 3,0-6,2 de pH; por otra parte, para el rango alcalino se usan disoluciones tampén
de NayCOs3-NaHCOs o disoluciones de NaOH para el rango de 9,2-10,8 de pH.Como estos
farmacos se van a usar en un entorno parecido al de la sangre, se utilizan disoluciones con un
rango de pH que abarque la zona no cubierta por las otras disoluciones, pH = 7,0-9,0,entre
ellas encontramos el HEPES (acido 4-(2-hidroxieltil)-1-piperazinestanosulfdénico), un medio
gue recrea las condiciones fisioldgicas parecidas a las del cuerpo humano permitiendo
establecer correlaciones de estudios in vitro con estudios in vivoY.

Una vez determinado el entorno mas dptimo para el fco, se realiza un estudio de la
capacidad del mismo para detectar las concentraciones maximas y minimas donde puede
emitir senal haciendo un barrido dentro de un rango estimado de concentraciones légico
(entorno a 101°M-102M) y determinar mediante una recta de calibrado la concentracién
minima capaz de detectar.
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Figura 7.-A representacion grafica de la variacion de emision de fluorescencia en los maximos de emision a diferentes
pH. B representacion gréafica del incremento de la intensidad de fluorescencia con respecto al aumento de la
concentracién de Zn(A—1I) en HEPES. C representacion grafica del incremento de fluorescencia respecto al incremento
de la concentracion de Zn?* (muestra los datos presentados en B)@,
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4.2.3.Potencia: capacidad quelante

Se hace referencia a la aptitud que tiene el fco para poder establecer una interaccién
"fuerte" con el biometal, facilitando que la coordinacién perdure, es decir, formando una
estructura estable con una cinética adecuada.

Para estudiar la fuerza de estos farmacos se debe determinar: la constante de afinidad
y la estequiometria del compuesto con el analito.

La constante de afinidad permitird saber la intensidad con la que se produce la
coordinacidn entre ambos, cuanto mas grande sea su valor mejor serd la fuerza de su unién.
Para ello se utiliza el método de relacién molar, mediante la obtencion de los espectros de
absorcién UV-Vis de disoluciones en las que se varia las concentraciones tanto de biometal
como fco para establecer distintas relaciones estequiométricas, y asi poder representar las
variaciones de absorbancia en los picos caracteristicos que muestran la interaccion fco-metal
frente al ratio de las concetraciones de metal y fco.

Una vez obtenida la curva se aplica el método de doble reciproco que permite linealizar
la representacion anterior y a través de los datos obtenidos por regresion lineal obtener el
valor de la constante de afinidad. Tambien se puede aplicar el método de Benei-Hildebrand
gue permite obtener la constante de afinidad y la estequiometria del compuesto.
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Figura 8.- A Espectros de absorcion del farmaco solo, y tras adiciones sucesivas de catién obteniendo relaciones molares
distintas. B y C Representacion gréfica de la intensidad de absorbancia frente a la relacion molar cation/sensor (fco)©?.

-13 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

0 equiv 4
80x10°
3 ) -5.0x10"
2 1 equiv Cu?* .
> Lkl 4
B 60x10
3 .
€ -1.0x10" B
@ g ] g
cé) 4.0x10° O 11 O sy l* ]
ol w
-
S
g A TI1.5x10" < "o D3
5 y=-7.53159x-8.68129 R™=0.9984
=
2 20x10 4
- 7 Equaton y=a+bx
Ad). R-Square 1
2.0x10 e Vake Standard Error
Book1_B@S Intercept 868129E-8 1.25364E-22
Book1_B@5 Slope -7 53158€.12 6.84472E.28
350 375 400 425 450 475 500 525 550 1 —r—

.. 1
Wavelength(nm) 00 505100 1.0x10° 15x10° 20x10° 2.5x10°  3.0x107

| 1cu®] u!

Figura 9.-A Espectros de absorcién del farmaco solo, y tras adiciones sucesivas de cation hasta un equivalente obteniendo
relaciones molares distintas, juntamente con un grafico de Job. Representacion grafica del método Benesi-Hildrebrand
para la obtencion de la constante de afinidad®®3).

El indice de coordinacion de los complejos que se forman entre el farmaco vy el
biomental. se puede establecer mediante el método de Job (método de las variaciones
continuas) que consiste en mezclar alicuotas de disoluciones equimoleculares de forma que
la concentracion final de los dos se mantenga constante, obtener los espectros de absorcion
o fluorescencia de estas disoluciones y, a continuacién,representando la absorbancia o la
fluorescencia frente a la fraccién molar que corresponda. La interseccién de las rectas
obtenidas en la representacion grafica permite conocer la esquiometria del complejo formado
por el fco y el catién metalico.
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Figura 10.- Representacion grafica del método de Job y esquema de la coordinacion del farmaco con el metal@®),
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5.CONCLUSIONES

1. Las enfermedades neurodegenerativas, en especial la enfermedad de Alzheimer, se han
convertido en una epidemia global, por lo que buscar soluciones es una prioridad.

2. Con el andlisis desarrollado en este trabajo, puede observarse que esta enfermedad no
tiene una etiologia determinada, siendo un campo donde investigar,permitiendo
desarrollar teorias cada vez mds contundentes y desarrollar nuevas estrategias para poder
frenar su avance.

3. El papel que juegan los biometales en esta enfermedad va tomando mas peso, su accidn
a nivel celular plantea la generacién de farmacos capaces de detectarlos y atraparlos
permitiendo frenar el avance progresivo de la enfermedad y al mismo tiempo su
diagnéstico precoz, favoreciendo una mejor calidad de vida, lo que se conoce como
farmacos terapidiagnodsticos (terandstica).

4. Las técnicas analiticas, espectrofometria de absorcién UV-vis y/o espectrofluorimetria,
son herramientas indispensables para esta tarea, ya que permiten caracterizar y optimizar
la actividad de estos farmacos a través de los cambios espectrales, tanto a nivel de
maximos como a nivel de intensidad de las magnitudes medidas, que se observan, siendo
utiles para el control de estas enfermedades, lo que permite“La Mejora”.
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