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1. RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa caracterizada por la disminucién
de funcién y muerte de las neuronas del hipocampo y la corteza, lo que se traduce en pérdida de
memoriay deterioro cognitivo. Los pacientes con EA sufren un descenso de la actividad colinérgica en
el SNC. El tratamiento actual estd basado en la combinacién de un inhibidor de acetilcolinesterasa
(AChE), como el Donepezilo (DNP) junto con Memantina (antagonista NMDA), pero Unicamente tiene
efectos paliativos de manera temporal.

Existen varias teorias que tratan de explicar la causa desencadenante de la enfermedad, pero todas
ellas coinciden en que son dos las alteraciones principales: el depdsito extracelular de péptido B-
amiloide (AB) en forma de placas y la aparicion de ovillos neurofibrilares intracelulares (NFT) formados
por proteina Tau hiperfosforilada. Ambas son dianas terapéuticas sobre las que basar nuevos
tratamientos. Otras dianas son la AChE, tanto en el sitio activo catalitico (CAS) como en el sitio activo
periférico (PAS); la Butirilcolinesterasa (BuChE), la B-secretasa-1 (BACE-1), las monoamino oxidasa
(MAOA y MAOQg), el estrés oxidativo, manifestado por la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), y los biometales enddgenos (Fe, Cu, Zn).

La naturaleza multifactorial de la EA explica la necesidad de desarrollar compuestos multidiana
capaces de interaccionar con varios de estos factores de manera simultdnea, lo que mejoraria la
eficacia y seguridad del tratamiento. Estos farmacos se han sintetizado mediante la hibridacién y
combinacion de restos activos, obteniendo diferentes series de compuestos, como los antioxidantes
mitocondrotrdpicos, los andlogos de DNP y Tacrina y los derivados de propargilamina (como ASS234 y
Ladostigil). Algunos de ellos arrojaron resultados satisfactorios y buenas perspectivas de futuro para
el tratamiento de la EA.

PALABRAS CLAVE: farmacos multidiana, Enfermedad de Alzheimer, acetilcolina, péptido B-amiloide,
Ladostigil, antioxidantes mitocondrotrépicos, ASS234.

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative condition characterized by decreased function and
death of neurons in the hippocampus and cortex, which results in memory loss and cognitive
impairment. Patients with AD experience decreased cholinergic activity in the CNS. The current
treatment is based on the combination of an acetylcholinesterase inhibitor (AChE), such as Donepezil
(DNP), with Memantine (NMDA antagonist), but it only has temporary palliative effects.

There are several theories that try to explain the triggering cause of the disease, but all of them agree
that there are two main alterations: the extracellular deposit of B-amyloid peptide (AB) in the form of
plagues and the appearance of intracellular neurofibrillary tangles (NFT ) formed by
hyperphosphorylated Tau protein. Both are therapeutic targets to base new treatments on. Other
targets are AChE, both at the catalytic active site (CAS) and at the peripheral active site (PAS),
Butyrylcholinesterase (BuChE), B-secretase-1 (BACE-1), monoamine oxidase (MAO, and MAQOg),
oxidative stress, manifested by the production of reactive oxygen species (ROS) and endogenous
biometals (Fe, Cu, Zn).

The multifactorial nature of AD explains the need to develop multi-target compounds capable of
interacting with several of these factors simultaneously, which would improve the efficacy and safety
of the treatment. These drugs have been synthesized by hybridization and combination of active
residues, obtaining different series of compounds, such as the mitochondriotropic antioxidants, the
analogues of DNP and Tacrine and the derivatives of propargylamine (such as ASS234 and Ladostigil).
Some of them gave satisfactory results and good future prospects for the treatment of AD.
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2. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las enfermedades neurodegenerativas mas comunes que
existen, y supone alrededor de un 80% del total de los casos de demencia en poblacién anciana. Se
estima que hay alrededor de 47 millones de personas en el mundo que la padecen actualmente, y se
calcula que ese nimero crecera hasta los 130 millones para el afio 2050, debido, entre otras cosas, a
la modificacién de la pirdmide de poblacidon derivada del aumento de la esperanza de vida.! Este
aumento de mortalidad situaria a la EA como la segunda causa de morbilidad en los paises
desarrollados después del cancer.? La EA prevalece caracteristicamente en personas mayores de 65
afios, pero cada vez hay mayor evidencia de su progresién en adultos jévenes.?

Las enfermedades neurodegenerativas como la EA se han convertido en un problema de salud publica,
especialmente en los paises desarrollados (los costes derivados de la patologia se estiman en alrededor
de un billon de ddlares al afio). Sus manifestaciones y desarrollo afectan dramaticamente la calidad de
vida de los enfermos y sus familias.>*

Las alteraciones fisioldgicas de esta demencia son, principalmente, la pérdida de funcién y gradual
muerte de neuronas sinapticas en el hipocampo y la corteza tempo-parietal.! Esto hace que la EA sea
considerada como un trastorno cerebral progresivo e irreversible, genéticamente complejo,
caracterizado por una pérdida de memoria y un deterioro cognitivo general, en el que se manifiesta
de manera acusada un descenso de la capacidad de comunicacién mediante el lenguaje verbal, asi
como cambios en el comportamiento y la personalidad.?® Su etiologia aun ni se conoce ni se
comprende en su totalidad, pero la comunidad cientifica es bastante firme al describirla como una
enfermedad multifactorial, siendo uno de los principales factores el descenso de la actividad
colinérgica a nivel del sistema nervioso central.’ La acetilcolina (Ach) es un neurotransmisor
ampliamente distribuido en el SNC, particularmente implicado en los circuitos de la memoria y la
recompensa.

Esta naturaleza multifactorial choca de lleno con la farmacologia tradicional. Histéricamente, se han
disefiado farmacos analogos o similares estructuralmente a moléculas enddgenas para actuar de
manera selectiva en un Unico receptor del organismo. Es decir, siempre se han buscado compuestos
con elevada selectividad, por dos razones principales: por un lado, lograr la maxima actividad fruto de
la interaccion con el receptor especifico deseado, vy, por el otro, reducir todo lo posible los efectos
adversos derivados de interacciones con otras dianas enddgenas. Esta corriente farmacoldgica
denominada “one target-one drug” ha sido la dominante durante las Ultimas décadas, siendo la base
del tratamiento de todo tipo de patologias. Sin embargo, en enfermedades como el Parkinson o el
Alzheimer, donde coexisten multitud de factores patoldgicos, los farmacos que actian sobre una sola
diana no son suficientes para satisfacer el efecto terapéutico necesario.®

Hasta ahora, solo cinco medicamentos han sido aprobados por la FDA y la EMA para su uso en la EA
(Figura 1). Todos ellos actiian para compensar el descenso de la actividad colinérgica en el SNC.” El
desarrollo de inhibidores selectivos y potentes de Acetilcolinesterasa (AChE) que puedan restaurar los
niveles normales de Ach y mejorar las funciones cognitivas y de memoria sigue siendo un area activa
en el descubrimiento de farmacos.® Sin embargo, todos ellos tienen la limitacién de Unicamente
disponer de efectos paliativos de la enfermedad con alivio sintomatico temporal.”

> El primero en ser desarrollado fue la Tacrina (Fig. 1, Comp. 1), que fue aprobada para uso clinico
por la FDA de los Estados Unidos en 1993. Se trata del inhibidor de AChE mas potente y
clinicamente efectivo comercializado, pero pronto exhibié hepatotoxicidad a través de la elevacién
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de los niveles séricos de alanina aminotransferasa, lo que resultd en una aplicacidn clinica limitada
y, en consecuencia, se retird del mercado poco después de su aprobacién.® Sin embargo, debido a
su potencia y bajo peso molecular se ha utilizado ampliamente en el diseifio y desarrollo de
compuestos hibridos o farmacos multidiana.?

> Le siguieron otros como la Rivastigmina (Fig. 1, Comp. 3), que actia como inhibidor de AChE y
Butirilcolinesterasa (BuChE) pseudoreversible, pero con baja biodisponibilidad cerebral; y
Galantamina (Fig. 1, Comp. 2), que posee un doble mecanismo de accion: por un lado es un
inhibidor competitivo, reversible y selectivo de AChE y por otro estimula la accidn intrinseca de la
Ach sobre los receptores nicotinicos. Este doble mecanismo en pacientes con EA puede mejorar la
cognicidn, la memoria y el aprendizaje, pero solo de manera temporal.?'1°

> El Donepezilo (DNP) (Fig. 1, Comp. 4), que funciona como inhibidor no competitivo, reversible y
selectivo de AChE, es actualmente el medicamento mds recetado para el tratamiento de esta
enfermedad, debido a su eficacia y seguridad para mejorar el deterioro cognitivo y funcional.
Ademas, se han observado efectos beneficiosos a dosis bajas (5mg/dia), lo cual es muy valioso
para minimizar las reacciones adversas.! Sin embargo, los sintomas asociados a la EA mejoran
Unicamente de manera temporal. Este inconveniente, junto con sus efectos adversos
(rabdomidlisis, sindrome neuroléptico maligno, etc.), plantean la necesidad de una alternativa
terapéutica mas fiable.™

> La Memantina (Fig. 1, Comp. 5) es un agente glutamatérgico, aprobado en 2003, y que actia como
antagonista de receptores de NMDA. Ha demostrado beneficios en la cognicidn, la funcién vy el
estado global de los pacientes con EA, y parece ser bien tolerado y con buen perfil de seguridad.
Ademas, también se ha informado que exhibe actividades neuroprotectoras contra la toxicidad de
AB, la fosforilacidn de tau, neuroinflamacion y el estrés oxidativo.*
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Figura 1: farmacos aprobados para el tratamiento de la EA.3

El tratamiento de eleccidn actual de la EA es la combinacién de un inhibidor de la AChE (DNP) con
Memantina. Aunque es una combinacion potente, muestra desventajas notables, como un aumento
de la toxicidad de los medicamentos o el elevado coste del tratamiento.® Ademas, ninguna de las
terapias actuales ha demostrado ser efectiva para detener los efectos nocivos de la EA, sino que
Unicamente se ha conseguido paliar temporalmente la sintomatologia.® La ausencia de firmacos
modificadores de la enfermedad, junto con el origen multifactorial reconocido de la EA, han
estimulado un incremento de la investigacidon centrada en el desarrollo de farmacos o ligandos de
multiples objetivos, también llamados, farmacos multidiana, para abordar los multiples factores
involucrados en el inicio y/o progresion de esta enfermedad, mejorando asi la eficacia terapéutica.’
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3. OBIJETIVOS

Los objetivos que se desean alcanzar en este trabajo son:

» Realizar una revision bibliogréfica de los farmacos multidiana que han sido estudiados o estdn
actualmente en estudio para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer, y que presentan
buenas perspectivas de futuro para combatir esta patologia.

» Describir y detallar los multiples factores que desencadenan la enfermedad y participan en su
desarrollo

> ldentificar dianas farmacoldgicas que permitan abordar mejor el tratamiento terapéutico.

4. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos mencionados, se ha llevado a cabo una revisién bibliografica y estudio
sobre farmacos multidiana y Enfermedad de Alzheimer, utilizando las siguientes bases de datos
cientificas: Pubmed, Science Direct, Google, AEMPS (Agencia Espafiola del medicamento y Productos
Sanitarios) y CIMA (Centro de Informacion de Medicamentos). Las palabras clave utilizadas fueron:
“Enfermedad de Alzheimer” (empleando las comillas para realizar una busqueda de nombre
completo), "Alzheimer’s Disease”, “farmacos multidiana”, "multi-target drugs”, estrés oxidativo,
oxidative stress , MTDL, Tau, acetilcolina, acetylcholine.

La busqueda se realizd con 2 criterios de inclusién:

» Actualidad: solo articulos con fecha de publicacion posterior al afio 2010.

» Inclusion en el apartado “titulo” de los términos de busqueda introducidos: criterio utilizado
solamente para agilizar la busqueda.

A los resultados obtenidos se les aplicaron 3 criterios de exclusion, que fueron:

» Idioma: se descartaron articulos que no estuvieran en castellano o en inglés.

» Irrelevancia: se descartaron articulos con informacidn no relacionada con el tema del trabajo.
» Disponibilidad: se descartaron articulos con acceso exclusivo a usuarios de pago.

5. RESULTADOS

5.1 Factores de desarrollo y dianas terapéuticas en la Enfermedad de Alzheimer

Tras aplicar la metodologia de busqueda se obtuvieron 4 articulos cientificos referentes a los factores
de desarrollo y dianas terapéuticas en la EA.

La EA es una enfermedad neurodegenerativa, progresiva, y multifactorial, en la que se produce una
irreversible pérdida de funcién y muerte de neuronas sinapticas en el hipocampo y la corteza tempo-
parietal, y que se traduce en pérdida de memoria y descenso de la capacidad de comunicacion
mediante el lenguaje verbal.»? En funcién de la edad de inicio de afectacion del paciente existen dos
subtipos de enfermedad: la que se manifiesta entre los 30 y 60/65 afios (EA con inicio temprano), y la
que se manifiesta en personas de mas de 60/65 afios (EA con inicio tardio). Aproximadamente en el
60% de los casos de EA de inicio temprano que se diagnostican se encontré un vinculo hereditario o
historia familiar que afecta a al menos 3 generaciones futuras.

Su etiologia aun ni se conoce ni se comprende en su totalidad, pero la comunidad cientifica es bastante
firme al describirla como una enfermedad multifactorial causada por varios elementos, siendo uno de
los principales factores el descenso de la actividad colinérgica a nivel del sistema nervioso central.'?
Existen varias teorias que tratan de explicar la causa desencadenante de la EA:
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» Teoria quimica: postula que la causalidad de la EA tiene un origen quimico, en el que intervienen
varios factores:

o Defectos en la funcion mitocondrial que pueden causar ADNmt mutante en el hipocampo,
responsable de disminuir el nivel de varios neurotransmisores.

o Exceso de productos quimicos toxicos: pesticidas (DDT y DDE), iones metalicos (aluminio,
plomo) y aditivos alimentarios (generan nitrosaminas). Todos ellos aumentan el desarrollo
de proteinas amiloides responsables de enfermedades neurolégicas.

o Contaminacidn del aire: existen indicios de desarrollo de placas AR en el cerebro de los
ratones cuando se exponen a nanoparticulas de niquel en aerosol. Ademas se ha asociado
la demencia severa a altos niveles de humo en fumadores pasivos.

> Teoria genética: existe una mutacion de los cromosomas 1, 14 y 21 en los pacientes enfermos de
EA. Concretamente, la mutacidon del cromosoma 14 se asocia a EA de inicio temprano, mientras
gue cuando la alteracidn se encuentra en el cromosoma 12 se vincula a la patologia de inicio tardio.
Diversos genes, como la proteina precursora amiloide (APP), PS1, PS2 y APOE se han identificado
como genes mutantes en esta enfermedad.

> Teoria autoinmune: defiende que la EA esta causada por una sobreexpresién de anticuerpos que
atacan a células propias, lo que puede provocar un aumento en la produccion de A en el cerebro.

> Teoria del virus lento: el virus del herpes es el agente causal de |la EA debido a que produce placas
AB y proteinas Tau mal plegadas en el cerebro, lo que bloquea la comunicacién entre neuronas.
Este virus también dafia el sistema limbico debido a la mutacién de APOE-e4.?

Independientemente de la teoria, se sabe que la patologia de la EA se caracteriza principalmente por
dos alteraciones neuropatoldégicas distintivas: el depdsito extracelular de péptido B-amiloide (AB) en
forma de placas, y la aparicion de NFT, compuestos principalmente por la proteina Tau
hiperfosforilada.!? Estos dos factores dan lugar a arteriosclerosis en las células nerviosas responsables
de la pérdida de memoria.*El cerebro de los pacientes con EA experimenta una pérdida dramatica de
neuronas y sinapsis en muchas areas del sistema nervioso central (SNC), particularmente en el cerebro
anterior basal y el hipocampo. Las neuronas se destruyen y el deterioro progresa hacia la corteza
temporal y otras areas cerebrales asociadas. La inflamacidn y el estrés oxidativo son factores
aceleradores que aumentan la degeneracién de las NFT.22En la etapa progresiva de la enfermedad, las
fibras amiloides se agrupan alrededor de los vasos sanguineos. Como resultado, el suero sanguineo se
escapa al espacio cerebral causando hemorragias, accidente cerebrovascular y muerte.?

Aunque la etiologia de la EA no se conoce con exactitud, existen diferentes hipétesis que explican el
desarrollo:

5.1.1 Hipétesis colinérgica

Tras aplicar la metodologia de busqueda se obtuvieron 6 articulos cientificos referentes a la hipdtesis
colinérgica en la Enfermedad de Alzheimer.

Las primeras evidencias fisioldgicas de la participacién del sistema colinérgico en la patologia de la EA
fueron la reduccién de la Ach a nivel presindptico y la expresién reducida de la colina acetiltransferasa
(ChAT), la enzima responsable de la sintesis de Ach. Si tenemos en cuenta que el sistema colinérgico
es el responsable del almacenamiento y la recuperacion de elementos en la memoria (afectada en la
patologia de la EA) y que ademas se reducen los receptores muscarinicos y nicotinicos de Ach,
encontramos una conexion directa que sienta las bases de la Hipdtesis Colinérgica.! De hecho, hoy en
dia la terapia de la EA se basa principalmente en inhibidores de AChE, capaces de aumentar los niveles
de Ach en las sinapsis colinérgicas. Desafortunadamente, en lugar de curar o prevenir la
neurodegeneracion, los inhibidores de AChE solo permiten un tratamiento paliativo, y su efectividad
clinica alin estd en debate.’
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Las colinesterasas (ChEs) son las enzimas que catalizan la reaccién de hidrdlisis de Ach en Colina y acido

acético. Este proceso es esencial en la neurotransmisidn. Existen dos enzimas diferentes: AChE y

BuChE. Ambas son hidrolasas en forma de dimeros /B que contienen un dominio catalitico.!

> La AChE se expresa en neuronas colinérgicas y neuromusculares. Su sitio activo se localiza al fondo
de una larga cavidad, y posee una triada catalitica o sitio activo catalitico (CAS) compuesta por los
residuos aminoacidos Ser200, His440 y Glu327. Esta triada cataliza la hidrélisis del enlace éster de
la Ach. Se ha descrito por otro lado un sitio activo periférico (PAS), ubicado en la entrada de la
cavidad, que juega un papel importante en la EA, ya que la interaccién del péptido AB con el PAS
contribuye a la formacion de placas amiloides al acelerar el proceso de agregacién. 1**
Varios estudios sugieren que el PAS de la AChE puede ser una diana terapéutica prometedora en
la EA, ya que se ha encontrado un posible efecto modificador de la enfermedad, alividndose asi el
déficit cognitivo.?

> LaBuChE se expresa (a niveles bajos) en el hipocampo y la corteza temporal, y se asocia con células
de la glia, lo que sugiere que estas enzimas pueden tener funciones complementarias. Aunque
tiene el mismo mecanismo de accidn, presenta un comportamiento cinético diferente, ya que
tiene menor afinidad por su ligando (valor de K alto). Ademds de su funcién en la hidrdlisis de la
Ach, también se han atribuido funciones no enzimaticas a BUChE: mientras que la AChE puede
acelerar la agregacion amiloide en el cerebro, la BUChE puede asociarse con la proteina AB,
posiblemente retrasando el inicio y la tasa de formacién de fibras neurotéxicas.
Dado que la BuChE se encuentra en las células gliales, que son reclutadas y activadas alrededor de
las placas de péptido B-amiloide, la inhibicién de esta enzima podria proporcionar beneficios
adicionales para reducir la neuroinflamacion, constituyendo una importante diana terapéutica.’

Los cambios en la expresidn de estas dos enzimas ocurren de manera gradual a lo largo de la evolucidn
de la EA.! En el cerebro sano, la AChE es més especifica para la hidrélisis de la Ach. Sin embargo, su
actividad disminuye progresivamente, mientras que la de la BUChE no cambia o incluso aumenta. Por
ello, la BUChE desempeiia un papel clave en el mantenimiento de la regulacién de la neurotransmision
colinérgica en la EA, compensando el déficit de AChE y, por lo tanto, influyendo en la modulacién del
control motor, la cognicién y el comportamiento. Es por ello por lo que esta enzima se considera un
objetivo prometedor para el tratamiento del deterioro cognitivo en la EA de fase avanzada.?

De manera paralela al descenso de los niveles de Ach se produce un aumento de la actividad
glutamatérgica a nivel del SNC. El glutamato (glu) es un aminoacido abundante en el sistema nervioso
y actla como neurotransmisor en mas del 90% de la transmisidn sindptica en el cerebro humano. Actua
a trasvés de receptores AMPA (implicados en la excitacidon rdpida en sinapsis) y NMDA (participan en
la activacién de Ca?" y ayudan en el proceso de aprendizaje y la memoria).'®* La concentracion
extracelular excesiva de glu conlleva la despolarizacidon continua e incontrolada de las neuronas y
desencadena el proceso de excitotoxicidad.® Ademas, el glu puede inducir la acumulacién intracelular
de ROS a través del bloqueo del antiportador de cistina/glutamato, lo que conduce al agotamiento del
glutation, desencadenando dafio y muerte neuronal.

En la EA se produce una acumulacién de glu, alcanzando concentraciones mas altas en la sangre que
en el cerebro. Como resultado, se produce un bombeo del NT desde el torrente sanguineo hacia las
neuronas, aumentando la activacién de los receptores NMDA y acumuldndose Ca?*. El calcio aumenta
directamente el estrés en las mitocondrias, desencadenando una excesiva fosforilaciéon oxidativa y
produciendo ROS en gran medida, lo que conducird a la muerte celular.'® Por lo tanto, inhibir la
excitotoxicidad inducida por glu es un enfoque vélido en la estrategia de los farmacos multidiana en la
EA.3
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5.1.2 Hipétesis amiloide

Tras aplicar la metodologia de busqueda se obtuvieron 4 articulos cientificos referentes a la hipétesis
amiloide en la Enfermedad de Alzheimer.

La hipdtesis de la cascada amiloide postula que la acumulacién anormal de placas de péptido B-
amiloide (AB) en varias areas del cerebro es el mecanismo responsable de la disfuncién neuronal y
muerte celular que se producen en la EA. Estas placas seniles estdn compuestas por residuos de entre
39 y 43 aminoacidos, formados por la accidon enzimatica secuencial de las B y y-secretasas sobre la
APP.1En condiciones normales, el gen de la APP, presente en el cromosoma 21, se escinde mediante
las secretasas a y y para producir dos péptidos solubles: P3 y la proteina precursora amiloide
secretada-a (sAPPa), que protege las neuronas contra la excitotoxicidad. Sin embargo, en condiciones
patoldgicas, la APP serd escindida secuencialmente por las secretasas B y y, generando sAPPB y AR
insoluble, que afectara el parénquima cerebral causando demencia. Existen dos formas principales de
AB en el cerebro enfermo: APi40 (minoritaria) y AB142 (mayoritaria), y tienen mecanismos de dafio
diferentes: mientras que AB1-42 exhibe una neurotoxicidad mas alta y es capaz de formar hexameros,
heptameros u octameros, AB1.40 alcanza el equilibrio en agregados mas pequerios (de monémeros a
tetrameros).** Debido a que es de naturaleza hidrofébica, AB1.4; se pliega y agrega de manera errdnea
para formar una estructura en forma de laminas B. Se produce una sobreproduccidn de estos péptidos
mal plegados y formacién de NFT, y son tdxicos para las células nerviosas.*

Hasta hace poco, se suponia que los depdsitos fibrosos de AB eran directamente responsables de las
lesiones neuronales y el consecuente proceso neurodegenerativo de la EA.! Sin embargo, el calcio, que
es un segundo mensajero con mayor concentracién extracelular que intracelular, es el que explica la
toxicidad del AB. La generacién de placas en el cerebro produce la interrupcion o desequilibrio de los
canales de Ca®" en la membrana celular, y como resultado, habra un aumento en el flujo de este ion,
qgue conduce a la toxicidad del péptido AB en la EA. Ademas, se produce un circulo vicioso, ya que un
aumento de la [Ca?'] intracelular paralizara la capacidad de las mitocondrias para reciclar el Ca?, lo
gue resulta en aun mayor toxicidad y muerte celular, mediante peroxidacion lipidica y generacién de
radicales libres, ya que se generardan placas neurotdxicas seniles.® Otras vias por las cuales el péptido
AP produce dafio celular son la produccién de ROS, alteracion de vias de sefializacidn, e interaccion
con biometales por quelacién: los metales bivalentes endégenos como Cu?* y Zn?* promueven la
agregacion del péptido AB y el estrés oxidativo al inducir la produccidn excesiva de ROS. %314

Sobre la base de esta hipdtesis, la busqueda actual de nuevos agentes terapéuticos destinados a atacar
diferentes sitios de AB, mediante la reduccién de su produccién, facilitando su eliminacién o evitando
la agregacion, supone una estrategia de enorme interés en el tratamiento de la EA.13

5.1.3 Estrés oxidativo

Tras aplicar la metodologia de bldsqueda se obtuvieron 4 articulos cientificos referentes a la asociacién
entre estrés oxidativo y Enfermedad de Alzheimer.

Multiples mecanismos de dafio coexisten en la patologia de la EA, y se afectan entre si a diversos
niveles. En este sentido, el estrés oxidativo, que es secundario a otras anomalias fisiopatoldgicas,
parece ser central, tanto en el inicio como en la progresién de la patogénesis de la EA.? El estrés
oxidativo es una condicién en la que se forman especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS)
sin que el organismo pueda eliminarlas de ninguna manera, y ha sido ampliamente vinculado a
enfermedades neurodegenerativas como la EA.>13
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En el cerebro de pacientes enfermos se han detectado niveles aumentados de dafio oxidativo a las
biomoléculas enddgenas.’ Entre los dafios mds comunes se encuentran la lipoperoxidacién y la
oxidaciéon de proteinas y bases nitrogenadas, siendo la 8-oxo-2’-desoxiguanosina y la 8-
hidroxiguanosina los principales marcadores de dafio oxidativo en el ADN y el ARN, respectivamente.?®
Por otro lado, se descubrié que los niveles de diversas enzimas antioxidantes, como los complejos
enzimaticos citocromo oxidasa, piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa, estaban
disminuidos como resultado del dafio oxidativo, en regiones cerebrales especificas de la EA.1 Ademas,
se sabe que el cerebro es particularmente vulnerable al dafio por estrés oxidativo, debido a su alto
consumo de oxigeno, a los elevados niveles de acidos grasos poliinsaturados (presentes, entre otros
lugares, en la vaina de mielina de las neuronas), a los niveles bajos de antioxidantes y a la presencia de
una concentracion relativamente alta de iones metalicos de transicidn (Fe, Al y Hg, inducidos por la
presencia de AB). Es importante destacar que todos estos indicadores son observables con antelacién
alaapariciéon de las placas amiloides y de los efectos cognitivos de la EA, permitiendo asi un diagndstico
temprano de la enfermedad.™

A nivel mitocondrial se produce un circulo vicioso de retroalimentacion positiva. Las anomalias en las
enzimas mitocondriales, causadas por alteraciones oxidativas, dan como resultado una capacidad
metabdlica deteriorada, lo que evita la transferencia efectiva de electrones a lo largo de la cadena
respiratoria durante la fosforilacién oxidativa, generando ROS excesivos como consecuencia. Estos se
acumulan gradualmente en la célula, inicidndose inevitablemente un estado estacionario
compensatorio. Este estado hiperdefensivo, destinado a prolongar la vida celular, aumenta la
vulnerabilidad a otros factores de dafio como las placas AB. Asi, el estrés oxidativo desempefia un
papel directo en la promocion de la inflamacién aguda y la apoptosis neuronal. La presencia de
marcadores de oxidacidn en las primeras etapas de la EA indica que el estrés oxidativo precede a la
aparicién de otras caracteristicas distintivas. Por ello, se sabe que este mecanismo inicia, al menos,
tres mecanismos fisiopatoldgicos: la agregacién AB, la hiperfosforilacion de la proteina Tau y la
formacién de NFT.!

Aunque el estrés oxidativo es un proceso celular generalizado que actualmente carece de un objetivo
de tratamiento especifico, como un receptor o una via metabdlica principal, se ha demostrado que
farmacos con mecanismo antioxidante reducen el estrés oxidativo en la patogénesis de la EA. Esto ha
motivado la teoria de que el estrés oxidativo pueda considerarse como una diana terapéutica potencial
prometedora para el tratamiento de la neurodegeneracién asociada a la enfermedad.*?

5.1.4 Hiperfosforilacion de la proteina Tau

Tras aplicar la metodologia de bldsqueda se obtuvieron 5 articulos cientificos referentes a la asociacién
entre la hiperfosforilacion de la proteina Tau y el desarrollo de la EA.

Tau es una proteina asociada a microtubulos codificada por el gen MAPT (proteina asociada a los
microtubulos Tau) del cromosoma 17, y desempefia un papel crucial en la regulacion de la
polimerizacion, la estabilidad y el ensamblaje de los microtibulos axonales.>®® Tau se expresa
principalmente en las neuronas y estd presente en gran medida en los axones que controlan el
desarrollo neuronal y promueven el transporte vesicular y axonal.'? En el cerebro humano, existen seis
isoformas de Tau propensas a la fosforilacién. Este proceso se produce de forma natural a medida que
el individuo envejece, debido a la activacion de enzimas fosfatasas.'®* Los cambios patoldgicos en la
proteina se producen de diversas formas, incluido el plegamiento incorrecto, localizacion erréneay la
hiperfosforilacién. La presencia de Tau hiperfosforilada se muestra como una caracteristica patolégica
de la EA, ya que provoca la aparicion de NFT y placas seniles que resultan en el desarrollo de la
enfermedad.>*®
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Los NFT son inclusiones intraneuronales compuestos de filamentos helicoidales rectos y pareados. La
investigacion demuestra una correlacién entre la gravedad de la demencia y el grado de deposicién de
NFT en los pacientes con EA. La mayoria de las NFT encontradas en cerebros de pacientes con esta
enfermedad son formas aberrantes hiperfosforiladas de Tau.®> Los NFT y las neuritas distréficas, las
lesiones citopatoldgicas clave de neuronas en la EA, contienen filamentos anormales de proteinas Tau
hiperfosforiladas. Numerosos estudios sugieren que la proteina tau es un mediador de la degeneracion
neuronal, cuya expresidn es inducida por concentraciones suprafisioldgicas de fibras AB.1°

Existen dos enzimas que regulan los mecanismos de fosforilacidn y desfosforilacién de la proteina Tau
en el cerebro. Son la glucégeno sintasa quinasa-3p (GSK3pB) y la proteina fosfatasa 2A (PP2A), y
contribuyen al 70% de la actividad fosfatasa de Tau. Por ello, podrian desempefiar papeles
considerables en el mecanismo patoldgico. Investigaciones recientes han demostrado que la inhibiciéon
de GSK3pB o la activacion de PP2A atendan la hiperfosforilacion de Tau, consiguiendo mejorar el
deterioro cognitivo.®

La fosforilacion y agregacion de Tau también puede ser inducida por metales de transicién como el
cobre. Se demostrd que ciertos fragmentos en el dominio de unién a microtubulos de la proteina Tau
se agregan en presencia de Cu in vitro. De esta forma, la unién del Cu a la Tau induce la produccién de
ROS como el peréxido de hidrégeno dentro de la neurona. El Zn también puede estar involucrado en
la patologia Tau, induciendo tanto su agregacion como su fibrilacidn, ya que estd aumentado en
neuronas que contienen NFT. El Zn modula la hiperfosforilaciéon de Tau al afectar las actividades de
enzimas que actuan en cascadas fosforilativas como GSK3pB, proteina quinasa B, ERK1 y ERK2. El hierro
en forma de catiéon Fe3* se une a la proteina Tau, induciendo su agregacién y provocando su
hiperfosforilacidn, que puede revertirse reduciendo de Fe®* a Fe** o mediante el uso de quelantes de
hierro. En el cerebro de pacientes con EA, los NFT se unen al Fe®, generando ROS dentro de las
neuronas.’

La patologia de Tau es tan importante como la del AB. Por lo tanto, es esencial considerarlo como otro
candidato potencial para intervenciones farmacéuticas para la EA, donde se debe realizar mas
investigacion patoldgica.’

5.1.5 B-secretasa 1 (BACE-1)
Al aplicar la metodologia se obtuvieron 3 articulos sobre el papel de la B-secretasa 1 en la EA.

La B-secretasa 1 (BACE-1) es la enzima que escinde la APP generando sAPPB y AP insoluble, que
afectard el parénquima cerebral causando demencia.>!3 Es una proteasa transmembrana de la familia
de la pepsina que fue descubierta en 1999. Se expresa ampliamente en el cerebro, particularmente en
neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. A nivel subcelular, se localiza en la membrana plasmatica y se
detectd en neuritas distréficas que rodean las placas de AB. La BACE-1 es homdloga con otra proteasa
unida a la membrana de la familia de las pepsinas, BACE-2. Ambas se expresan en los mismos tipos de
células en el cerebro, solo que BACE-2 es mucho menos abundante. Sin embargo, se cree que BACE-2
es mas activa en los tejidos periféricos, con funciones importantes en los melanocitos y las células B-
pancredticas. Se encontrd una alta actividad enzimética de BACE-1 en cerebros de pacientes con EA.Y

A pesar de que existen grandes evidencias de la participacién de BACE-1 en la fisiopatologia de la EA,
todos los ensayos clinicos realizados con inhibidores de BACE-1 han sido descartados en la fase 3,
debido a que mostraron deterioro cognitivo o fueron rechazados debido a razones de seguridad. Para
optimizar los ensayos clinicos de inhibidores de BACE1 de préxima generacion, es esencial comprender
todos los factores biolégicos y farmacoldgicos que podrian explicar las altas tasas de desercién de los
ensayos anteriores. Para este propésito, se deben considerar 2 puntos:
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> Laselectividad por BACE-1/BACE-2 mediante ajuste de dosis, asi como la relacién beneficio/riesgo
de la utilizaciéon de estos compuestos: los compuestos actuales probados en la clinica tenian
cantidades variables de selectividad para BACE-1, pero todos inhibieron la actividad de BACE-2,
provocando un bloqueo del procesamiento de otros sustratos, que se traduce en un impacto
negativo potencial, cambiando la relacién beneficio/riesgo.

» Elmomento de la intervencidn con los inhibidores de BACE-1 en el transcurso de la EA: la evidencia
solida indica que la acumulacién cerebral de AB es una de las primeras alteraciones mecanicistas
de toda la dindmica fisiopatoldgica de la EA, por lo que estos farmacos deberian ser empleados en
estados iniciales de la enfermedad.”

5.1.6 Monoamino oxidasa (MAO)
Al aplicar la metodologia de busqueda se obtuvieron 3 articulos sobre las MAO en la EA.

Las enzimas MAO son flavoproteinas presentes en la membrana mitocondrial de las neuronas. Las dos
isoenzimas existentes en humanos se pueden diferenciar por sus especificidades de sustrato e
inhibidor: MAOA metaboliza principalmente adrenalina, NA y 5-HT, mientras que MAOgs muestra una
mayor afinidad por las aminas no hidroxiladas, como bencilamina y B-feniletilamina.’® En la EA, los
niveles de Dopamina (DA), NA y 5-HT disminuyen en la corteza y el hipocampo, produciendo algunos
sintomas de comportamiento distintivos que incluyen trastorno depresivo, psicosis o deterioro de la
memoria.! Las enzimas MAO juegan un papel importante en la cognicién, asociada anatémicamente
con las areas del cerebro que regulan la memoria y el aprendizaje. Por lo tanto, su disfuncién
contribuye a la aparicidon de sintomas y patologia caracteristicos de EA. Tanto MAOx como MAOsg
inducen estrés oxidativo a través de la produccién de H,0,, y participan en la neurodegeneracion a
través de la neuroinflamacion, el desencadenamiento de la apoptosis y la falla del aclaramiento de
proteinas agregadas. La MAO aumentd la expresién de las secretasas B y y, mejorando asi la generacién
de AB a partir de la APP. También se asocié con la formacién de NFT.'? Recientemente, se ha prestado
cada vez mas atencién al potencial terapéutico de los inhibidores de MAO (IMAOQ) para el tratamiento
de la EA, y se ha determinado que la doble inhibicion de MAOA y MAOQg podria ser de valor terapéutico
para prevenir los procesos neurodegenerativos subyacentes a la EA.®

La enzima MAO,, ademds de estar involucrada en el mecanismo apoptético mitocondrial, también
juegan un papel importante en los trastornos neuropsiquiatricos y de comportamiento. La depresion
puede promover el deterioro cognitivo y puede ser un factor de riesgo potencial para la EA de inicio
tardio. Por ello, los inhibidores reversibles de MAOa (IMAO,) han demostrado ser eficaces en el
tratamiento de la depresidn y los trastornos cognitivos asociados a EA.212

5.1.7 Pérdida de la homeostasis de los biometales endégenos
Al aplicar la metodologia se obtuvo 1 articulo sobre la pérdida de homeostasis de biometales.

Los metales juegan papeles importantes en el cuerpo humano, manteniendo la estructura celular y
regulando la expresidon génica, la neurotransmisién y la respuesta antioxidante. Sin embargo, la
acumulacién excesiva de metales en el sistema nervioso puede ser tdxica, induciendo estrés oxidativo,
alterando la funcidn mitocondrial y perjudicando la actividad de numerosas enzimas, llegando a
provocar lesiones permanentes. Los metales de transicién (como el Fe o el Zn) son esenciales para la
sintesis de gran cantidad de enzimas, transporte de oxigeno y reacciones redox. Sin embargo, por su
capacidad para someterse a reacciones redox, también son potencialmente peligrosos para su poder
catalitico en la generacion de ROS. Se sabe que seis biometales (Fe, Cu, Zn, Mn, Mg y Ca) se depositan
en los cerebros de pacientes con EA, como resultado de la mayor expresion de APP, la agregacién de
placas AB y la hiperfosforilacién de Tau.!2
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5.1.8 Otros factores importantes en la EA
Al aplicar la metodologia se obtuvieron 2 articulos sobre otros factores de desarrollo de la EA.

En los ultimos anos se han estudiado otras posibles dianas terapéuticas como los receptores

cannabinoides CB1 o los receptores dopaminérgicos:

> El sistema endocannabinoide esta afectado en pacientes enfermos de Alzheimer: se han descrito
alteraciones en la expresidn y funcionalidad del receptor CB1, que varian a lo largo de la progresion
de la EA. En las primeras etapas de la enfermedad, se produce un aumento en la actividad y
expresion de CB1, tal vez como una respuesta neuroprotectora, mientras que, en la etapa tardia
la expresién de CB1 se ve disminuida en numerosas regiones del cerebro, incluido el hipocampo.
El sistema endocannabinoide es, por lo tanto, un objetivo atractivo en la EA, particularmente en
las primeras etapas. >

» Los pacientes con EA exhiben una expresiéon reducida de los receptores de DA, en diferentes
regiones del cerebro. El papel del sistema dopaminérgico en la EA fue confirmado por estudios
gue muestran que L-DOPA, selegilina y el agonista D, Rotigotina tienen efectos beneficiosos sobre
las funciones cognitivas. La acumulaciéon de AP parece estar relacionada con la disfunciéon
dopaminérgica, contribuyendo a los déficits extrapiramidales de DA y al rdpido deterioro cognitivo
en pacientes con EA.*?

5.2 Farmacos multidiana en la Enfermedad de Alzheimer y sus perspectivas de futuro

La necesidad de desarrollar farmacos multidiana radica en que, en muchas ocasiones, los agentes
terapéuticos dirigidos a un Unico objetivo muestran eficacia reducida en patologias multifactoriales
como la EA, que involucra multiples trastornos genéticos y/o ambientales. Los farmacos multidiana se
refieren a compuestos que modulan la actividad de 2 o mas objetivos (dianas o receptores) de manera
simultdnea y a concentraciones clinicamente relevantes. Suelen ser farmacoldgicamente complejos y
se caracterizan por una mayor eficacia y seguridad, y por ello han atraido la atencién de la comunidad
cientifica en las ultimas décadas como una estrategia terapéutica potencial para enfermedades con
etiologia compleja como la EA.®

La naturaleza multifactorial de la EA implica que existen multiples objetivos terapéuticos potenciales.
El primer desafio para descubrir fairmacos multidiana para el tratamiento de esta enfermedad es
identificar la mejor combinacién de objetivos bioldgicos que aseguren el éxito terapéutico. Una vez
seleccionados, el siguiente paso se centra en descubrir los grupos farmacéforos correspondientes
capaces de modular los objetivos seleccionados y lograr unirlos en una sola molécula quimica.® Estos
grupos farmacdforos, unidos entre si mediante técnicas de hibridacién molecular, estdn concebidos
para interactuar débilmente con su diana terapéutica.l® Esto podria suponer un problema, pero no lo
es, ya que una de las ventajas de los farmacos multidiana es que, aunque las interacciones de sus restos
con los receptores o dianas enddgenas sean débiles, el hecho de poseer varios mecanismos de accion
compensa esta pérdida de actividad y supone un aumento de la eficacia terapéutica.®

Otras de las principales ventajas de los farmacos multidiana radican en el hecho de poseer una
farmacocinética mas predictiva (debido a que se evita el desafio de administrar de manera simultanea
varios farmacos con diferente biodisponibilidad, farmacocinética y metabolismo), con lo que
disminuyen las interacciones y efectos adversos y se mejoran tanto la eficacia del tratamiento como
el cumplimiento del paciente, al reducir y simplificar la posologia.®

Para que un farmaco multidiana sea considerado como prometedor, se deben satisfacer dos premisas:
ademas de demostrar que el cabeza de serie identificado tiene la actividad bioldgica deseada contra
los objetivos marcados, es necesario un perfil farmacéutico racional. El compuesto cabeza de serie
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debe optimizarse alin mas hasta llegar a un candidato clinico que asegure seguridad y eficacia a dosis
terapéuticas.®

Desde 2005, se han conseguido resultados prometedores al aplicar este enfoque innovador al disefio
de medicamentos. Varios fdrmacos aprobados como inhibidores de acetilcolinesterasa, como DNP o
Tacrina, asi como productos naturales bioactivos como la curcumina, berberina, o la 8-
hidroxiquinolina, se han utilizado como bases estructurales para el desarrollo y la busqueda de nuevas
entidades quimicas para el tratamiento de la EA.Y** En este trabajo se ha realizado una revisién del
panorama actual de los farmacos multidiana que se han estudiado y que posean buenas perspectivas
de futuro para el tratamiento de la EA.

5.2.1 Antioxidantes mitocondrotrdpicos
Al aplicar la metodologia se obtuvieron 2 articulos sobre los antioxidantes mitocondrotrépicos.

Los antioxidantes mitocondrotrépicos (Figura 2) son farmacos multidiana sintetizados a partir del acido
hidroxicinamico con doble mecanismo de accidn, tanto neuroprotector contra el dafio inducido por el
estrés oxidativo, como inhibidor de ChEs a nivel cerebral. Dicha capacidad inhibitoria fue testada para
las enzimas eeAChE (obtenida por electroforesis) y eqBuChE (obtenida mediante suero equino). En
general, los compuestos en estudio mostraron mayor afinidad para la inhibicién de eqBuChE que el
farmaco cabeza de serie de este grupo, el DNP, aunque que la potencia de inhibicién es menor para la
eeAChE.2 Esto no deberia suponer un problema, puesto que una de las ventajas de los farmacos
multidiana es que compensan una menor potencia de interaccidn con un receptor con el hecho de
poseer varios mecanismos de accion simultdneamente.® Ademas, las simulaciones de acoplamiento
molecular hacia la BUChE mostraron que llevan a cabo una inhibicion de tipo mixto: el catién
trifenilfosfonio ocupa el CAS, mientras el anillo catecol/pirogalol hace lo propio en el PAS de laenzima.®

Los antioxidantes mitocondrotrdpicos también poseen capacidad neuroprotectora frente al dafio
neuronal producido el estrés oxidativo, provocado principalmente por la acumulacién de glutamato,
Fe3* y péptido AB en las neuronas, todos ellos relacionados con el desarrollo y progresién de la
patogenia de la EA. El glutamato induce la acumulacion celular de ROS. El anillo catecol/pirogalol
presente en las estructuras de los antioxidantes mitocondrotrdpicos es clave para captar dichas
especies, ya que los grupos hidroxilo son capaces de estabilizar el radical.

Debido a que poseen diversos y prometedores mecanismos de accidn, los antioxidantes
mitocondrotrdpicos, en especial los compuestos 7 y 11 de la serie (por su mayor potencia inhibitoria
de ChEs y capacidad antioxidante), pueden ser considerados como posibles cabezas de serie que,
después de un proceso de optimizacién, permitan encontrar nuevos candidatos a fdrmacos multidiana
que sean capaces de modificar la enfermedad.?
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Figura 2: antioxidantes mitocondrotroépicos.8
5.2.2 Analogos Donepezilo-Benzimidazol
Al aplicar la metodologia se obtuvieron 2 articulos sobre los andlogos DNP-BIM.

Varios medicamentos actualmente empleados para el tratamiento de la EA, como el DNP, se han
investigado para comprobar la posibilidad de afiadir nuevos mecanismos de accién a la molécula
mediante la incorporacién en su estructura de restos capaces de interactuar con otros objetivos
terapéuticos de la enfermedad. De esta forma es posible obtener nuevos farmacos multidiana que
sean capaces de mejorar la patologia de la EA. Los restos funcionales mas utilizados fueron aquellos
con capacidad quelante de metales. La adicion de grupos cisteina, hidroxibenzofurano e
hidroxifenilbencimidazol (BIM) a la molécula de DNP arrojé buenos datos de inhibicién de la
agregaciéon del péptido AB. Concretamente, es el resto BIM el que posee los resultados mas
satisfactorios en este sentido. Las interesantes propiedades reveladas por los nuevos hibridos DNP-
BIM llevaron al desarrollo de fadrmacos multidiana andlogos, mediante la unién de un grupo BIM a

ligandos miméticos activos de

_ pH PR DNP, como bencil-piperidina o
H L. N N N ’
H'“\ / ’FD I’ e C ?NID U U bencil-piperazina. Estos
N e =

~ H .

H 3 N compuestos (Figura 3)

([JJ presentaron buena capacidad

X ¥ n R Rz OH . . . . el sz
i ¢cc i1 H H :{ ;a]@ [.N.] inhibitoria de AChE, inhibicidon
2 N C2 H H N de la agregacion del péptido AB
: E E ! 3_3:]2_ g ¢ y modulacién de la
§ N C 2 3F H @ dishomeostasis metdlica que
9 N C 2 30Me H o T genera estrés oxidativo.”*

N . .

WNOC?2 H 2 F @—(’N]@ Los compuestos sintetizados son
11 N € 2 H 2NO: "o buenos inhibidores del CAS de la
12 N N 2 H H

AChE, aunque mds débiles que el
DNP, pero esto no debilita el
disefio del farmaco propuesto,
ya que las ventajas de usar un farmaco multidiana en enfermedades multifactoriales pueden superar
el inconveniente de perder potencia inhibitoria en alguna propiedad especifica.”'* Algunas
sustituciones como la introduccién de un atomo de fldor o un grupo metoxi en el anillo de bencilo,
evidenciaron una mayor actividad anticolinérgica.!* Las simulaciones de acoplamiento muestran que
los grupos bencilpiperidina y bencilpiperazina podrian tener una acomodacién similar a la del DNP en
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el CAS de la AChE, mientras que los restos de benzimidazol (BIM) o benzofurano participan en las
interacciones con PAS, aunque de forma més leve que el DNP.” Ademas, estos compuestos fluorados
también poseen una capacidad moderada de inhibicidn de la agregacion AR, tanto en presencia de Cu
(inductor de inhibicién) como en ausencia de éste.””** En este sentido, los hibridos con el resto BIM
poseen mayor actividad que los que presentan benzofurano en su estructura. Algunos compuestos de
la serie fueron sometidos a estudios de microscopia electrénica de transmision (TEM) para visualizar
las diferencias en la agregacion AP en presencia y en ausencia de inhibidor. Aunque los agregados del
péptido todavia son evidentes, en presencia del inhibidor disminuyeron notablemente. Con respecto
a su morfologia, se observan algunas ramas singulares alargadas (posiblemente debidas a la
intercalacion del ligando entre laminas B de fibrillas AB), mientras que en su ausencia los agregados
son densos y amorfos.” Todos los compuestos de la serie de hibridos DNP-BIM son capaces de quelar
iones metalicos de Cuy Zn.

Por otro lado, los estudios de los perfiles farmacocinéticos indican que casi todos los compuestos
tienen un buen potencial de biodisponibilidad oral. Presentan un caracter lipofilico/hidrdfilo bien
equilibrado y una permeabilidad moderada de la barrera hematoencefalica. La desventaja de este
grupo de farmacos es que no todos de compuestos probados presentan capacidad neuroprotectora
significativa. Unicamente los hibridos 14 y 15 mostraron una actividad moderada, probablemente
debida al grupo fendlico, que se sabe que tiene un papel importante en la eliminacién de ROS.

Con toda esta informacidn, se puede afirmar que la mayoria de los andlogos estudiados, derivados de
la asociacion DNP-BIM mostraron resultados satisfactorios y prometedores en materia de modificacion
de la patogenia de la EA. Especialmente, los compuestos 6, 8, 9, 13 y 14 pueden verse como posibles
candidatos a farmacos para el tratamiento de esta enfermedad.”**

5.2.3 Derivados de Tacrina
Al aplicar la metodologia se obtuvieron 2 articulos sobre los derivados de Tacrina.

La Tacrina fue el primer inhibidor de la AChE de accidn central aprobado por la FDA para el tratamiento
de la EA, aunque fue retirado poco después debido a que causa hepatotoxicidad.®® Se ha utilizado
ampliamente en estudios recientes para disefiar compuestos hibridos o de multiples objetivos con el
objetivo de combinar su potente inhibicién de AChE con otras propiedades farmacoldgicas.® A
continuacién se detallan algunos de los compuestos hibridos derivados de Tacrina con multiples
mecanismos de accién que se han ensayado a lo largo de los Ultimos afios y que hayan obtenido
resultados satisfactorios desde el punto de vista de la eficacia y seguridad:

» Hibridos Tacrina-acido cindmico: los compuestos demostraron H ~ 1R
resultados positivos en materia de inhibicion de AChE y de la HNA‘“"NW/\\\/Q
agregacion de la proteina amiloide, efectos citoprotectores contra = °
ROSy actividad antiproliferativa en células PC-12. Los derivados del N

. . . . 3
compuesto 7 (Figura 4) fueron seleccionados para ensayos in vivo. Figura 4: hibrido Tacrina-acido

cindmico.3

» Hibridos Tacrina-acido lipoico: El acido lipoico es un derivado organosulfurado del 4cido octanoico
y ha exhibido accidon protectora contra la citotoxicidad inducida por AB, asi como la estabilizacion
de las funciones cognitivas en pacientes con EA. El

NH, ﬂ
compuesto 21a (Figura 5) demostré buenas capacidades %
de inhibicion de la actividad catalitica de AChg, N7 HT(\/\/E;S
21a ©

agregacion de AP inducida por AChE y proteccion contra

4 3
ROS en células neuronales. Figura 5: hibrido Tacrina-acido lipoico.3
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» Hibridos Tacrina-Melatonina: la melatonina es una hormona pineal que actiia como eliminador

natural de radicales libres. Ademds, también ha exhibido la proteccién de las células de la microglia
contra la apoptosis inducida por AB y la mejora en el aprendizaje y la memoria. El compuesto
cabeza de serie 25a (Figura 6) demostrd una notable selectividad para la inhibicion de AChE, siendo
capaz de unirse tanto al CAS como al PAS de la enzima, ademds de una disminucién significativa
en la muerte celular inducida por el péptido AB, asi como una

notable mejora en las funciones cognitivas en un modelo in NPLN R
vivo.*® Las funciones neuroprotectoras de este compuesto L// > Tacrine
probablemente sean debidas a la modulacién de la expresién de ? NHT‘)
. . 2 \n=5,6
caspasa-3 y caspasa-9 por melatonina y regulacion de canales de //'lNH
. . . o
Ca?" tipo L por el resto de Tacrina.? Los compuestos de la serie 25 \--\ "
exhibieron baja toxicidad y pudieron atravesar la barrera ;= m :
o o . X Anti-oxidant /v
hematoencefdlica (BHE). Los hibridos de Tacrina-Melatonina Melatonin N

pueden considerarse nuevos farmacos multidiana de aplicacion
potencial en la EA.° Figura 6: hibrido Tacrina-Melatonina.?
Hibridos Tacrina-Acido ferdlico: el acido ferulico es un antioxidante con capacidad de inducir
resistencia a la toxicidad mediada por AB.® El compuesto 30 (Figura 7) previene los cambios
patoldgicos inducidos por AB, incluida una reduccion significativa de su agregacién, ademas de
proteccién contra la muerte neuronal a través de la captaciéon de ROS. Ademas, se produce una
mejora cognitiva, al inhibir de reversiblemente la AChE mediante un mecanismo mixto (ocupa CAS
y PAS).3? Por otro lado, se ha demostrado que el compuesto 31a (Figura 8) es un inhibidor potente
y selectivo de BUChE, con capacidad de inhibir la agregacion de ARy que tiene fuertes propiedades
antioxidantes y neuroprotectoras, sin producir hepatotoxicidad.?

a H

o HyCO N.

N R

it OCH, :@A)Lﬂjﬂg/ ’

Gy HO HN "
N 3 N

30

Ma n =8, Ry = OCH,, R; = Z-naphthyl
Figura 7: hibrido Tacrina-acido ferulico.3
Figura 8: hibrido Tacrina-acido ferulico.?

Hibridos Tacrina-acido cafeico: el acido cafeico es un antioxidante

natural mds potente que su analogo, el 4cido ferulico. Los Hu’ﬁ.‘.HJ\j’\UOH
compuestos de la serie, especialmente el 32 (Figura 9), = ok
demostraron actividad inhibidora de AChE, antioxidante, . W T
inhibicion de la agregacidn de AB, neuroproteccidn contra muerte 2 R = H, CI
celular inducida por ROS y quelacion de metales.? Figura 9: hibrido Tacrina-acido cafeico.3

Dimero de Tacrina-Cistamina: el compuesto 43 (Figura 10) exhibié una potencia de inhibicion de
AChE mayor que la del mondmero, debido a una interaccion

mixta en CAS y PAS de AChE, con mejor perfil de seguridad y

toxicidad. Ademas, inhibe la BuChE y la agregacién de Ab

. . N S—nH SN N
inducida por AChE y presenta efectos neuroprotectores en las — ~s H S ¢
células del neuroblastoma, relacionados con la interaccién con cystamine Hnker

la enzima B-secretasa, los receptores NMDA y GABA y ROS.° “

Figura 10: hibrido Tacrina-Cistamina.®
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5.2.4 Derivados de propargilamina: ASS234, Ladostigil y analogos
Al aplicar la metodologia se obtuvieron 4 articulos sobre los derivados de propargilamina.

Todos los compuestos que se recogen en este apartado poseen en su estructura un resto de N-
propargilamina. Varios estudios han sugerido que este grupo posee propiedades neuroprotectoras, ya
que favorece la viabilidad mitocondrial y regula la sefializacién de PKC y las proteinas de la familia Bcl-
2 e impide la apoptosis. El grupo propargilamina es caracteristico de los IMAO como Rasagilina o
Selegilina. Los farmacos multidiana derivados de propargilamina actuan sobre diferentes vias. Ademas
de actuar como inhibidores tanto de ChEs como de MAO, sus principales mecanismos
neuroprotectores evidencian una mejora del deterioro cognitivo.? Existen varias series de compuestos
gue poseen este residuo y han sido estudiados como posibles terapias para la EA:

> Ladostigil: Siguiendo el enfoque de disefio de los farmacos multidiana, se disefid y sintetizo el
Ladostigil (Figura 11), incorporando el resto carbamato de la
Rivastigmina (inhibidor de ChEs) en la posiciéon 6 de la Rasagilina O
(IMAO).*? El compuesto resultante es un inhibidor dual AChE- HEC~NJ\O’® //
BuChE e inhibidor irreversible de MAO, y MAQg selectivo del ) N—
cerebro, con pocos o ningun efecto sobre las enzimas MAO - H
periféricas.  Ladostigil también demostr6 una actividad
neuroprotectora y antioxidante a través de la eliminacion de los radicales libres producidos en las
células neuronales al estimular la expresién y la actividad de las enzimas antioxidantes celulares,
como la catalasa y la glutatién reductasa. Ademas, Ladostigil regula el procesamiento de APP por
la via de la a-secretasa no amieloidogénica.>* El compuesto llegé a los ensayos clinicos de Fase |l

para la EA. Sin embargo, en 2013 se retird de esta linea. La molécula fue después promovida a la
fase Il para indicacién en deterioro cognitivo leve (MCl) usando una formulacién diferente.?

Figura 11: Ladostigil.1”

Uno de los problemas que presentaba el Ladostigil era su rapida

i m hidrélisis debido a la presencia del grupo carbamato en su
N7 X N estructura, por lo que mds adelante se disefiaron otros
\\:S compuestos (49 y 50) metabdlicamente mas estables. Se sustituyd

;g if gn: el grupo carbamato por un grupo urea mas estable, obteniendo

derivados (Figura 12) con menor velocidad de degradacion.
Ademas, se comprobd que lainclusion del heterociclo indol aporta
propiedades antioxidantes, favorece la eliminacion de radicales libres y ayuda en la inhibicidn de
la agregacion de AP inducida por AChE. El compuesto 50 se identificé como un potente farmaco
multidiana inhibidor de MAOAy MAQOg y de AChE y BUChE. Exhibe una potencia inhibitoria de AChE
y MAOg 9 y 14 veces mds altas que Ladostigil, respectivamente. Ademds, ejerce una
neuroproteccion relativamente alta hacia 1 metil-4-fenilpiridinio (MPP*) en las células neurales SH-
SY5Y.1?

Figura 12: Derivados de Ladostigil.12

» ASS234: Todos los compuestos de esta serie estan U
constituidos por 2 restos fundamentales: un grupo N- (| N M
bencilpiperidina (presente en el DNP) y un resto de N- .\Il I
propargilamina, obtenido del farmaco PF9601N (un N
inhibidor de MAQOg potente y selectivo). Ambas estructuras Mo
estdn unidas por diferentes sistemas de anillos ASS234
heterociclicos (piridina, indol u 8-hidroxiquinolina) lo que Figura 13: Compuesto ASS234.%
facilita la sintesis de estas moléculas que han sido consideradas como farmacos prometedores
para ser utilizados en el futuro en la terapia contra la EA.
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El perfil farmacolégico de esta serie de farmacos multidiana demostré que, ademas de inhibir las
enzimas AChE y MAO B, presentan otros interesantes mecanismos de accién (Figura 13): los
farmacos de la serie ASS234 revelaron una potente capacidad inhibitoria, tanto de MAOA y MAOs,
como de AChE y BUChE. También han demostrado poseer capacidad de inhibicion de la agregacion
del péptido AB, asi como de reducir la presencia de formas oligoméricas de péptido B-amiloide (la
especie mas toxica en EA). Ademas, estos farmacos fueron capaces de inhibir la agregacion de AR
catalizada por AChE, al unirse al PAS de la enzima. Los compuestos ASS234 poseen efectos
neuroprotectores de la citotoxicidad que el péptido AP induce en células de neuroblastoma
humano al evitar la activacién de la via mitocondrial intrinseca de apoptosis. Ademas, la serie
ASS234 mostré propiedades antioxidantes significativas, derivadas del aumento en la expresién
de catalasa y superéxido dismutasa (SOD) en células de neuroblastoma humano y de la capacidad
de capturar ROS. Los perfiles de 3D-QSAR confirmaron un perfil farmacocinético y propiedades
ADME adecuadas de estos nuevos farmacos multidiana.

Existen 4 derivados fundamentales de la serie ASS234 (Figura 14). El compuesto ASS234-MTDL-1

se identificdé como un potente inhibidor dual de AChE y BUChE, mientras que el ASS234-MTDL-2

) exhibié uno de los perfiles mas

N ~ _CN cor' S ) / interesantes al demostrar una

. I : N [ T i potente capacidad inhibitoria

Y L o de MAO A y moderada de MAO

' MTDLY MTOLS B, ademds de inhibir AChE de

tipo mixto (abarcando tanto el

N PAS como el CAS) y BuChE. Los

AL OH compuestos ASS234-MTDL-3 y

J . . ASS234-MTDL-4, ademds de

N .33 X . 1" poseer las mismas propiedades

i R inhibitorias que el farmaco 2 de

- . ' la serie, también mostraron una

MTDL3 MTDL4 gran capacidad quelante de
Figura 14: Derivados del Compuesto ASS234.1 metales (Cu, Zny Fe).!

» M30: el compuesto M30 (Figura 15) fue disefiado introduciendo el resto de N-propargilamina de
la Rasagilina (Inhibidor de MAO) en la 8-hidroxiquinolina, que es un compuesto heterociclico con
propiedades antioxidantes y quelante de hierro y otros metales. Los estudios in vitro demostraron
que, ademas de la inhibicion de las enzimas MAO por el resto de

propargilamina, el M30 favorece una la reduccidon de la generacion de AB CH;
mediante un descenso de la expresién del APP. Ademas, se descubrié que M30 rﬁ\/’:’
activaba la via no amieloidogénica del procesamiento de APP. Este compuesto

atenua las deficiencias cognitivas de la EA favoreciendo la retencién de =
memoria y habilidades de aprendizaje. Dado que M30 se dirige a los sitios N
farmacoldgicos involucrados en la EA, podria servir como un farmaco OH
neuroprotector potencial para el tratamiento de la enfermedad.? Sin embargo,

la desventaja de este compuesto es que no inhibe AChE, por lo que deberia Figura 15:

. .« . op e 12
usarse en combinacién con un inhibidor de AChE. Compuesto M30.

Estos hallazgos nos permiten concluir que los farmacos derivados de propargilamina como Ladostigil
(Figura 11) y sus analogos, la serie de ASS234 (Figuras 13y 14) y el compuesto M30 (Figura 15) pueden
interactuar con multiples objetivos clave de la enfermedad e indican que son moléculas con buenas
perspectivas de futuro para el tratamiento de la EA.?
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6. CONCLUSIONES.

Tras realizar esta revision bibliografica se ha comprobado que la Enfermedad de Alzheimer es una
patologia multifactorial, que cursa con un evidente descenso de la actividad colinérgica en el SNC que
se traduce en la disminucion de la capacidad cognitiva del paciente. Aunque su causa desencadenante
todavia no se conoce con exactitud, se sabe que la patologia se caracteriza principalmente por el
depdsito extracelular de péptido B-amiloide en forma de placasy la aparicidn de ovillos neurofibrilares
intracelulares compuestos principalmente por la proteina Tau hiperfosforilada. Ademas, existen otros
factores patoldgicos, como el estrés oxidativo y dafio celular, la dishomeostasis metalica y la
excitotoxicidad mediada por glutamato, que contribuyen al desarrollo y progreso de la enfermedad.

Las enzimas enddgenas AChE y BUChE, asi como las isoenzimas MAOAy MAQg y la B-secretasa (BACE1),
junto con el péptido AB y la APP, son las dianas farmacolégicas actualmente en estudio para desarrollar
futuros farmacos multidiana para el tratamiento de la EA.

El panorama actual de los farmacos multidiana contra la EA esta basado en la hibridacién de farmacos
aprobados como inhibidores de colinesterasas (Tacrina, Donepezilo, Rivastigmina) con restos activos
con otros mecanismos de accion. Existen varias series de farmacos, como los antioxidantes
mitocondrotrdpicos y los derivados de propargilamina, con buenas perspectivas de futuro para el
tratamiento de la enfermedad, y que ya han sido testados en modelos in vivo e in vitro en ratones
transgénicos, que merecen ser considerados como cabezas de serie para continuar con estudios
posteriores en humanos. De todos ellos, el Ladostigil es el que ha proporcionado hasta ahora los
resultados mas satisfactorios, aunque se descarté en fase Il debido a su elevada degradacién. Se han
disefiado derivados de esta molécula, mejorando sus propiedades y arrojando resultados
esperanzadores.
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