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Introducción

Sería muy cómodo para mí iniciar esta exposición copiando las palabras
que Stanley B. Prusiner pronunció el pasado año en la 110ª Shattuck Lecture
de Boston: “A excepción de la levodopa, que mejora los síntomas de la enfer-
medad de Parkinson pero no interrumpe la degeneración subyacente, no
hay ninguna terapia eficaz para las enfermedades neurodegenerativas” (14).
Porque con ello habría terminado mi cometido. Y esta visión pesimista se me
acaba de reforzar conforme iba escuchando al conferenciante que me ha pre-
cedido, que ha expuesto tan brillante y exhaustivamente todos los múltiples,
sucesivos y fracasados intentos por aliviar una de estas enfermedades, la es-
clerosis lateral amiotrófica. No ha dejado de abordar un solo fármaco o com-
puesto, natural o sintético, con posibilidades teóricas de mostrar una cierta
eficacia; pero el resultado práctico ha sido sistemáticamente negativo.

No es lógico, por tanto, que intente gastar el tiempo en repetirles ahora una
lista de pretendidos remedios cuyo fracaso conocemos. Y menos tratar de ex-
tender estos inútiles listados a todas las enfermedades neurodegenerativas.

Seamos más prácticos. Y vamos a analizar juntos pequeñas muestras del
ingenio humano cuando afronta el reto de una enfermedad neurodegenerati-
va de tanto impacto social como es la enfermedad de Alzheimer. Ya sé que el
Prof. Martínez Lage les actualizó, con su experiencia de primera mano una
serie de esperanzadores recursos. A más abundamiento, los pueden leer en
su magnífica y reciente revisión, que se la recomiendo vivamente (12). Yo
voy a tratar de aportar y completar algunos aspectos que él dejó simplemen-
te enunciados, desde una aproximación más específicamente farmacológica.



Posibilidades terapéuticas

De acuerdo con nuestros actuales conocimientos sobre la patogenia de la
enfermedad de Alzheimer, podemos plantear las siguientes posibles dianas
terapéuticas:

1. Impedir la formación del depósito de la proteína ß-amiloide (Aß), o
facilitar su aclaramiento.

2. Anular la hiperfosforilación anormal de proteína tau.
3. Combatir la neuroinflamación.
4. Corregir el desequilibrio de neurotrofinas.
5. Modificar el ambiente de la neurotransmisión química.
6. Contrarrestar las consecuencias del estrés oxidativo.
7. Terapia génica.
8. Otros recursos: estatinas, Ginkgo biloba, etc.

Pero, como ya he anunciado, no voy a caer en la trampa del recurso erudi-
to pero inútil, y voy a centrarme en aspectos concretos y prácticos. Habla-
remos de la patogenia molecular, por supuesto, pero empecemos por algo
que, aunque puede parecer trasnochado, es lo que de verdad tenemos ac-
tualmente y hemos de saber aprovecharlo. Me refiero al punto 5: la modifi-
cación de la neurotransmisión química en la enfermedad de Alzheimer, que,
según los datos de que dispongo, podría resumirse en las siguientes posibili-
dades:

1. Sustitución del déficit colinérgico.
2. Modificación de la actividad glutamatérgica.
3. Facilitación de la actividad estrogénica.

La terapia glutamatérgica no puede resultar más decepcionante en cuantas
circunstancias se ha hecho recurso a ella. Si alguien desea conocer listados de
fármacos que pueden bloquear los distintos tipos de receptores, puede con-
sultar otros textos (5). No le dedicaré más atención.

La sustitución del déficit colinérgico es en la actualidad el único recurso
farmacológico que demuestra poseer una cierta eficacia en las fases iniciales
de la enfermedad. Pese a sus limitaciones, es preciso conocerlo bien para ex-
traer de él lo mejor de las posibilidades que ofrece.

La facilitación de la actividad estrogénica puede resultar un fracaso, pero
ofrece unas novedades conceptuales que no me resisto a exponer.
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Los inhibidores de la Acetilcolinesterasa

El tratamiento colinérgico deriva de la demostración de que en la enfer-
medad de Alzheimer existe una destrucción de neuronas colinérgicas que,
situadas en núcleos de la base, proyectan al septum y al hipocampo. No es
el único sistema neuroquímico destruido, pero es uno de los primeros en
afectarse. Compensar el déficit colinérgico se convierte, pues, en un lógico
objetivo. Y ello se puede lograr aportando precursores de la síntesis de ace-
tilcolina, inhibiendo la enzima hidrolizante acetilcolinesterasa (ACE) y esti-
mulando, directa o indirectamente, los receptores colinérgicos.

La administración de precursores de colina o de agonistas de receptores
colinérgicos ha resultado decepcionante. En este último caso se han probado
no menos de seis agonistas de receptores muscarínicos con actividad M1,
cada uno con un perfil farmacológico algo distinto, pero ninguno ha sido
aceptable por la dudosa eficacia y la abundancia de efectos adversos de ca-
rácter muscarínico. Es posible que no baste con activar receptores muscaríni-
cos y que sea necesario activar también los nicotínicos, hecho que se puede
conseguir de manera indirecta: con los inhibidores de la ACE (IACE).

Los IACE son los únicos agentes colinérgicos que han mostrado de mane-
ra generalizada una eficacia constante aunque moderada en ensayos clínicos
multicéntricos que van desde los 3 hasta los 12 meses, realizados de forma
bien estandarizada y controlada. Se han probado muchos y no todos han
resistido la prueba de los ensayos clínicos, por razones diversas. En la ac-
tualidad sobreviven cuatro: tacrina, donepezilo, rivastigmina y galantamina.
En general son bien tolerados, al menos a corto plazo, y producen una mejo-
ría cognitiva que es cuantificable y clínicamente relevante en un porcentaje
razonable de pacientes.

La enzima ACE presenta varias formas moleculares. La G4, un tetrámero,
está localizada en la membrana presináptica de la terminación colinérgica,
mientras que la G1 es un monómero ubicado fundamentalmente en la mem-
brana postsináptica de la misma terminación. Esto significa que, cuando se
destruye una neurona colinérgica, se pierde también la actividad ACE en su
forma G4, mientras que persiste en su forma G1. La ACE presenta dos sitios
de fijación de la acetilcolina: el aniónico, al que se fija el radical N cuaterna-
rio de la colina, y el esterático, al que se fija el radical acetilo. La tacrina y el
donepezilo perturban la actividad de la ACE por fijarse en el sitio aniónico.
La rivastigmina lo hace en el esterático, y muestra una particular selectivi-
dad por la forma enzimática G1.

Los IACE también inhiben la enzima butirilcolinesterasa (BCE), de locali-
zación preferentemente extraneuronal. Su inhibición se acompaña de marca-
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do incremento de actividad colinérgica periférica. El donepezilo presenta
una marcada preferencia por la ACE frente a la BCE.

En la tabla 1 se resume el perfil farmacodinámico y farmacocinético de los
cuatro IACE de los que se dispone actualmente.

Tabla 1
Análisis comparado de los inhibidores de la acetilcolinesterasa actualmente empleados en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

Variable Tacrina Donepezilo Rivastigmina Galantamina

Clase Acridina Piperidina Carbamato Alcaloide
fenantrénico

Inhibición ACE Reversible Reversible Pseudorreversible Reversible
Sitio iínico Sitio iónico Sitio esterático

Forma monom. G1

RelaciónBuChE/
AchE in vitro

0,06 30 1,9 4,8

Dosis diarias 4 1 2 2

Elimin/Metabol. CYP1A2, CYP2D6 CYP2D6 Renal CYP2D6

Cambio ADAS-cog –2,20, –2,80 –3,10, –2,88 –4,94, –2,58 –1,7 a –3,1

Terminan ensayo 42%, 74% 68%, 82% 65%, 67% 80%

Efectos conducta + Variable + +

Efectos adversos

Hepatotoxicidad + – – –
Náuseas ++ ++ ++ ++
Vómitos ++ +++ +++ ++
Diarrea ++ ++ + +
Dolor abdominal + + ++ +
Rinitis +
Anorexia + +++ ++
Astenia + ++ +++
Cal. Musculares + +++
Pérdida peso + +++ ++
Bradicardia <50

Mareos + + ++ +
Fracturas +
Agitación +
Insomnio + +

Los datos de esta tabla han sido recogidos de Lamb y Goa (9) y Schneider (15).
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Evaluación de su eficacia

Como se aprecia en la tabla 1, en conjunto los IACE muestran una eficacia
bastante constante sobre los aspectos cognitivos, medidos por una batería de
pruebas bien validadas. Esta mejoría cognitiva puede ser de 3 puntos en seis
meses comparada con la del placebo, lo que puede parecer pequeña pero es
clínicamente apreciable. Se aprecia mejoría (o menor deterioro; no olvidemos
que, sin tratamiento, el declive suele ser constante y progresivo) en la memo-
ria, la atención, la participación social, y un menor deterioro en las activida-
des de la vida diaria.

La impresión global de los clínicos es la de que un 25% de los pacientes trata-
dos con IACE mejoran clínicamente de manera significativa, frente a la mitad
de quienes lo hacen con placebo. Esta diferencia del 12-15% implica que habrán
de ser tratados aproximadamente siete u ocho pacientes para que veamos be-
neficio en uno. Puede parecer poco pero no lo es; que uno de cada siete pacien-
tes mejore significativamente no es una trivialidad en una enfermedad como
ésta. Sobre todo, si a eso se suma que parte de la ineficacia puede estar debida a
los efectos adversos que provocan, que obliga a reducir o suspender el trata-
miento, y a la falta de cumplimiento terapéutico por diversas circunstancias.

La mayoría de los adversos, como se aprecia en la tabla 1, se deben al ex-
ceso de actividad colinérgica. En general, son de moderada intensidad y du-
ran pocos días, pero no por ello dejan de ser molestos en pacientes difíciles
de manejar en su conjunto. Los efectos algo más serios se ven en hasta un
15% de pacientes, con dosis generalmente altas. Es importante empezar con
dosis pequeñas y subirlas paulatinamente, porque puede crearse tolerancia a
los efectos adversos gastrointestinales. Se tendrá especial cuidado en enfer-
mos con asma, enfermedad pulmonar obstructiva crónica o con problemas
de conducción cardíaca o bradicardia.

Algunos otros efectos adversos que han de ser particularmente vigilados
son: a) la hepatotoxicidad de la tacrina, b) un cuadro de miastenia o de fatiga
que, aunque inicialmente descrito para el metrifonato (ya retirado), puede
aparecer también con los demás fármacos, y exige conocer si aparecen ca-
lambres musculares y mialgia por activación mioneural, c) anorexia y pérdi-
da de peso, más frecuente con las dosis altas [v. revisión de Schneider (5)].

Nuevos compuestos

Siguen produciéndose nuevos IACE en un intento de mejorar las propie-
dades de los actuales. Por ser de origen español, sólo mencionaré los nuevos
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derivados de tacrina llamados huprinas, que son híbridos de tacrina-huperzi-
na A. Algunas de ellas muestran una mayor actividad IACE que los actuales
fármacos, una alta selectividad por la ACE frente a las butirilcolinestersasas
y una marcada afinidad por la enzima que hace que la unión con ella sea
fuerte, aunque reversible (3).

Facilitación de la actividad estrogénica

Sabemos actualmente que el 17ß-estradiol, además de ejercer sus caracte-
rísticas acciones hormonales relacionadas con el desarrollo y vida sexual de
la mujer, ejerce efectos diversos celulares en el sistema nervioso central, tan-
to de la mujer como del varón. Como consecuencia, los estrógenos parecen
influir sobre el desarrollo neural y poseer acciones de carácter neurotrófico y
neuroprotector.

Todas estas acciones son realizadas mediante la interacción del 17ß-estra-
diol con los receptores estrogénicos (RE), que se encuentran ampliamente
distribuidos por el sistema nervioso central. En la actualidad se distinguen
los siguientes tipos de RE (10): 

a) De localización intranuclear: su activación provoca las conocidas con-
secuencias de carácter estrictamente genómico, con la inducción de
síntesis proteica, un efecto que tarda no menos de 45 minutos en ini-
ciarse.

b) De localización intracitoplásmica, no nuclear: su activación provoca la
estimulación de diversas vías de señalización, muchas de ellas relacio-
nadas con cascadas de quinasas en interacción comunicadora con las
cascadas activadas por otros agentes; el resultado puede ser la fosfori-
lación de proteínas citoplásmicas o la penetración en el núcleo para in-
fluir sobre la transcripción génica.

c) De localización en la membrana celular: su activación induce respues-
tas inmediatas, algunas de ellas relacionadas también con la iniciación
de la estimulación de cascadas de quinasas (Fig. 1).

Desde el punto de vista estructural, se han identificado dos formas de RE
nucleares: el REα, cuyo gen codificador se encuentra en el cromosoma 6, y el
REß, cuyo gen se encuentra en el cromosoma 14 (2). Ambas formas se en-
cuentran ampliamente representadas en el sistema nervioso central. De ma-
nera exclusiva, el REß se encuentra en neuronas del bulbo olfatorio, núcleos
hipotalámicos supraóptico, paraventricular, supraquiasmático, zona incerta,
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área tegmental ventral, cerebelo (células de Purkinje), glándula pineal y va-
rias láminas de la médula espinal; y el REα está en el núcleo ventromedial
del hipotálamo y en el órgano subfornical. De forma mixta, ambos tipos de
receptores se encuentran en otras áreas y núcleos cerebrales: amígdala,
área preóptica, sustancia gris periacueductal, habénula lateral, núcleo pa-
rabraquial, locus coeruleus, núcleo del tracto solitario, núcleo espinal del
trigémino, láminas superficiales de la médula espinal, hipocampo y corteza
cerebral, si bien en estas dos últimas localizaciones son mucho más abun-
dantes los REß que los REα. Esta diferencia tan sustancial en la localización
cerebral de los dos tipos de RE indica que median funciones diferentes, lo
que se confirma por los estudios en ratones knockout. 
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Figura 1
Posibles mecanismos de acción de los estrógenos. Mecanismo genómico directo: la forma nuclear
del receptor estrogénico ERα o ERß se asocia al ERE (elemento de respuesta al estrógeno) o a
heterodímeros fos/jun que, a su vez, se unirán a sitios AP-1. Mecanismos genómicos indirectos: ac-
tivación de un ER asociado a sistemas de señalización de segundos mensajeros, como son
AC/PKC, cAMP/PKA y MAPK/ERK, los cuales convergen con la vía genómica. En una de es-
tas vías, Ras activa Raf, con la consiguiente fosforilación y activación de MAPK/ERK. La ERK
activada se traslada al núcleo en donde interactúa directamente con factores nucleares de trans-
cripción (p.ej. CREB, cfos/cjun), e indirectamente a través de la activación de proteínas interme-
diarias de señalización (p.ej. Rsk, p38, JNK), hasta unirse con las regiones reguladoras de ADN:
CRE (elemento de respuesta del cAMP) y SER (elemento de respuesta del suero). Las neurotro-
finas y los estrógenos pueden influirse en sus acciones mutuamente mediante la regulación de
la disponibilidad de receptores o de ligandos. Los efectos estrogénicos no genómicos se alcanzan
con altas concentraciones e implican mecanismos antioxidantes que no están mediados por ERs.
★, estriol; ♦, 17α-estradiol; ●, 17ß-estradiol. (Tomada de Lee y McEwen, 2001)



Ambas formas de RE han sido también detectadas en membranas neuro-
nales de diversa localización, incluidos terminales axónicos y espinas den-
dríticas.

Como consecuencia de todo ello, Lee y McEwin (10) distinguen los si-
guientes mecanismos de acción de los estrógenos (Fig. 1):

a) Genómico directo. El complejo formado por el estrógeno con los re-
ceptores nucleares actúa como factor de transcripción y se une a ele-
mentos del ADN (ERE) o a heterodímeros fos-jun que, a su vez, se
unen a AP-1.

b) Genómico indirecto. La activación de un receptor, que puede estar lo-
calizado en la membrana, estimula sistemas de segundos mensajeros
(adenilil ciclasa, PKA, PKB, PKC, MAPK/ERK) con fosforilaciones
posteriores de diversas proteínas, de CREB (por la PKA) o del comple-
jo (SRF)-Elk-1 (por la MAPK). Algunas de estas proteínas fosforiladas
actuarán después en el núcleo sobre sitios específicos del ADN. La ac-
tivación de estas múltiples vías de señalización, que a su vez pueden
ser activadas por otros ligandos, origina influencias cruzadas entre
diversos sistemas. El hecho de que algunos RE implicados estén locali-
zados en membranas indica que las respuestas pueden ser relativa-
mente inmediatas, y que estas respuestas pueden facilitar o perturbar
las inducidas por otros ligandos.

c) Efectos no genómicos producidos por altas concentraciones de estró-
genos: efectos antioxidantes. Requieren otro tipo de RE porque la acti-
vidad se consigue tanto con el estradiol-17ß como el estradiol 17-α. Se
ha demostrado en determinados modelos celulares con concentracio-
nes micromolares, y las consecuencias son de carácter neuroprotector.

Los efectos neurotróficos de los estrógenos han sido estudiados preferente-
mente en modelos celulares, y muestran una acción similar a, o sinérgica
con, diversas neurotrofinas. De hecho, con frecuencia se aprecia en la misma
célula una coexpresión de receptores estrogénicos y de receptores de factores
neurotróficos, de modo que estradiol y neurotrofinas parecen ejercer una re-
gulación recíproca sobre la acción de cada uno de ellos a nivel de la trans-
cripción génica.

Los efectos neuroprotectores de los estrógenos pueden ser demostrados por
la recuperación que consiguen frente a los fenómenos neurodegenerativos
que se aprecian cuando: a) las neuronas son privadas del ambiente estrogéni-
co en que se encontraban, o b) la acción neurodegenerativa es ocasionada por
diversos mecanismos. Podría hablarse de una acción antioxidante, antiexcito-
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tóxica (p.ej. por glutamato), auténticamente antiapoptósica y anti ß-amiloide
(en ella son igualmente eficaces de nuevo el estradiol-17ß y el estradiol 17-α) .

A pesar de todo ello, y de lo beneficiosos que resultan los estrógenos para
contrarrestar el declive orgánico que a veces se aprecia en las mujeres tras la
menopausia, los ensayos que se han realizado con ellos hasta la fecha para
prevenir o remitir la evolución de la enfermedad de Alzheimer son poco
concluyentes. Habrá que esperar a los resultados de un macroensayo clínico
actualmente en curso (12).

La terapéutica centrada en el Péptido ß-Amiloide

Una vez expuesto lo anterior, no podemos por menos de centrarnos en el
factor que en el momento actual es considerado clave de la patogenia de la
enfermedad de Alzheimer (EA): la presencia del péptido ß-amiloide (Aß).

El papel del péptido Aß

El péptido Aß es fácilmente reconocible por su capacidad para autoagre-
garse y formar amiloide. El amiloide consta de grandes fibrillas cuya estruc-
tura está en conformación ß. Los péptidos Aß constan de 39-43 residuos; en
las placas seniles abundan las especies más hidrofóbicas, de 42-43 residuos,
que fácilmente forman las fibrillas.

Muchos estudios apoyan la hipótesis de que las fibrillas inducen la neuro-
degeneración propio de la EA: es la hipótesis de la cascada de amiloide. Si se
exponen neuronas cultivadas a Aß sintético aparece muerte celular. Estas so-
luciones tóxicas contienen abundantes fibrillas de amiloide, pero además
contienen especies más pequeñas.

Hay muchos datos en la literatura que favorecen la asociación entre la for-
mación de Aß4 2 y EA. El problema que más se debate, el problema de fondo, es
saber si la toxicidad se debe a la formación de fibrillas de Aß o si se debe a Aß4 2

pero en una forma previa a la formación de fibrillas (8). De hecho, existe una pobre
correlación entre la carga de amiloide fibrilar y el grado de disfunción neuroló-
gica. Los depósitos de amiloide pueden estar distantes de las zonas con pérdida
neuronal. El mejor índice patológico de demencia es la pérdida de terminacio-
nes sinápticas, y esto se correlaciona pobremente con la carga de amiloide.

Si las manifestaciones de la enfermedad guardan una relación muy débil
con la carga de amiloide, ¿cuál es, entonces, el papel que desempeña la Aß?
La solución puede ser la siguiente:
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Las fibrillas de Aß pueden no ser las únicas formas neurotóxicas para la
EA, y quizá ni siquiera las más importantes. Existen varias formas de ensam-
blaje de la Aß:

El monómero Aß es inocuo; tiene que autoasociarse para hacerse neurotóxi-
co, sin necesidad de hacerse fibrilar.

Protofibrillas: estructuras curvilíneas de <200 nm de longitud y 4-11 nm de
diámetro. Son neurotóxicas, producen estrés oxidativo y muerte neuronal.

Oligómeros pequeños: más estables; aparecen sin necesidad de convertirse
en fibrillas. Aumentan en células transfectadas con presenilinas mutadas de
EA familiar. Son los denominados Aß-derived diffusible ligands o A D D L s .
Estas formas solubles pueden afectar a las neuronas, pero se escapan de la
detección en las mediciones de amiloide sólido. Los ADDLs muestran neuro-
toxicidad regional selectiva en CA1 de hipocampo y en corteza entorrinal,
pero no en cerebelo, y producen con gran rapidez (en menos de una hora)
inhibición completa de la LTP en hipocampo, lo que puede estar relacionado
con la perturbación de la memoria. 

Estas toxinas solubles serían las responsables de la pobre correlación entre
el amiloide fibrilar y la progresión de la enfermedad, y ofrecerían una expli-
cación unificadora de la patogenia de la EA. De hecho, la pérdida de sinapsis
en la EA correlaciona con el Aß soluble, pero no con el amiloide (11). Cinco
grupos de investigadores han encontrado que los cerebros de EA contienen
oligómeros Aß. 

El estudio de modelos animales resulta esclarecedor. Ratones transgénicos
con APP humano contienen niveles elevados de Aß y múltiples déficits neu-
rológicos, pero no contienen depósitos de amiloide. Es decir, estos modelos
animales vienen a ser como una repetición en exagerado de la débil correla-
ción entre amiloide y enfermedad humana.

De hecho, hay ratones transgénicos con APP humano que muestran neu-
rotoxicidad (pérdida de sinapsis) y no presentan depósitos de amiloide.
Transgénicos con APP mutante presentan también pérdida de sinapsis, aun-
que también depósitos de amiloide. No hay, pues, correlación entre depósi-
tos y pérdida sináptica. En cambio, hay correlación entre pérdida sináptica y
niveles de Aß soluble. Por consiguiente, la patología del SNC independiente
de la formación de placas puede ser explicada por la neurotoxicidad de los
oligómeros Aß.

En consecuencia, las toxinas solubles derivadas de Aß podrían convertirse
en el blanco o diana más crucial en el desarrollo de la vacuna para la EA. La
respuesta final en relación con la naturaleza de las toxinas Aß en la EA po-
dría depender de los anticuerpos que marcan epitopos específicos de parti-
culares especies derivadas de Aß; lo cual tiene aún mayor interés en vista de
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los efectos terapéuticos observados con los anticuerpos Aß. ¿Cuál será la me-
jor diana para una óptima vacuna en la EA?

Proteasas y formación de Aß

En la actualidad, el principal objetivo terapéutico está siendo reducir la
producción de Aß, quizá porque se intuya que eso ha de ser lo más ventajo-
so y lo que produzca más éxito. De acuerdo con esto, las principales dianas
para desarrollar productos terapéuticos en la EA son las proteasas que sec-
cionan la Aß a partir de la proteína preamiloide (APP) (Fig. 2). El primer cor-
te es realizado por la ß - s e c r e t a s a, que ha sido identificada recientemente
como una aspartil proteasa unida a membrana. Esta proteolisis tiene lugar
justo fuera de la membrana, liberando APP soluble (ß-APPs), y dejando de-
trás un fragmento C-terminal asociado a membrana con 99 residuos, el C99.

Figura 2
Procesamiento proteolítico de la proteína precursora de ß-amiloide (APP) mediante la actuación
de las secretasas α, ß y γ

Este fragmento es el sustrato para la γ-secretasa, una enzima misteriosa que
ejecuta una proteolisis inusual en medio del dominio transmembrana de la
APP, originando la formación de Aß de 4 kDa a partir del C99.
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De otra parte, la APP es fisiológicamente seccionada por una α-secretasa,
que es una metalo proteasa asociada a membrana. Produce α-APPs y un
fragmento C-terminal asociado a membrana con 83 residuos, el C83, por cor-
tar en Lys 686-Leu 689. Este C83 es también sustrato para la γ-secretasa, dan-
do origen a la formación de p3, que es una forma truncada N-terminal de
3kDa a partir del C83.

La proteína Aß no sólo se produce en el cerebro en condiciones patológi-
cas, se forma en prácticamente todos los tipos de células y se incrementa su
producción si se transfecta APP en líneas celulares inmortalizadas.

La ß-secretasa

La ß-secretasa genera la porción N-terminal de la Aß, rompiendo la APP
en su sección luminal/extracelular, a unos 30 residuos del dominio trans-
membrana. Aunque la mayoría de los tipos celulares producen Aß, lo cual
significa que la ß-secretasa se encuentra ampliamente extendida, es cierto
que se genera más Aß en cultivos primarios de cerebro que en los de células
periféricas, y las neuronas muestran más actividad ß-secretasa que los astro-
citos (quizá esto explique en parte por qué Aß se agrega de forma selectiva
en el cerebro). Los niveles de mRNA son mayores también en las neuronas
que en la glía.

La ß-secretasa parece ser similar en su modo de actuar a otras “shedda-
sas” asociadas a membrana, como son la TNF-α secretasa, la ACE secretasa,
la TGF-ß secretasa. La ß-secretasa corta en la secuencia: EVKM*DAEF; el
principal sitio de ruptura es en Asp 1, pero puede hacerlo también en Glu 11.

La doble mutación KM a NL, inmediatamente adyacente al sitio de ruptu-
ra de la ß-secretasa, provoca la EA familiar sueca, con hiperproducción de
Aß debido a un incremento de la proteolisis en el sitio ß.

Cinco laboratorios han identificado en el último año la ß-secretasa por técni-
cas distintas (cuatro de compañías farmacéuticas: Amgen, Elan, Pharmacia &
Upjohn y SmithKline Beecham, y uno de la Universidad de Oklahoma). La ß-
secretasa (ß-site APP Cleaving Enzyme o BACE 1) es una nueva aspartil prote-
asa de 501 aminoácidos que contiene un único dominio transmembrana cerca
de C-terminal. Necesita tener dos aspartatos, el D 93 y D 289, para mostrar ac-
tividad. La proteasa que la activa es una convertasa tipo furina. A pesar de ser
una aspartil proteasa, su actividad no es inhibida por un inhibidor de aspartil
proteasas de amplio espectro, la pepstatina A. Pero la incorporación de estati-
na a sustratos peptídicos contribuye a formar potentes inhibidores. El gen de
la ß-secretasa (BACE 1) está en el cromosoma 11, pero no se ha detectado toda-
vía ninguna mutación originadora de la EA familiar en este gen. 
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Existe una ß-secretasa homóloga, la BACE 2, que se localiza en el cromo-
soma 21, lo que sugiere la posibilidad de que esta proteasa contribuya al de-
sarrollo de EA en las personas con síndrome de Down, ya que sobreexpresan
el gen. BACE 1 y BACE 2 muestran un 52% de identidad y un 68% de seme-
janza. BACE 2 rompe la APP de modo similar a BACE 1; también, la activi-
dad en Asp 1 es incrementada por la doble mutación sueca. Pero BACE 2 no
se expresa bien en cerebro, lo que sugiere que la contribución a la EA será
pequeña o ninguna para la formación de placas neuríticas. Actúa también en
otros sitios (Glu 11, Phe 20-Aß, Ala 21-Aß), con la consecuencia de que
BACE 2 pueda limitar la producción de formas patógenas de Aß. Si esto fue-
ra así, un inhibidor ideal de ß-secretasa debería bloquear selectivamente
BACE 1 y dejar activa la BACE 2.

Inhibidores de la ß-secretasa

Wolfe (17) ha publicado una exhaustiva revisión sobre inhibidores de se-
cretasas que pueden ser útiles en el tratamiento de la EA, cuya lectura reco-
miendo vivamente. Resumo de ella los principales datos.

A pesar del marcado interés por inhibir la ß-secretasa, se han descrito po-
cos inhibidores. Primero, se basaron en la estructura del sustrato: residuos
P10-P4’ del mutante sueco de APP, sustituyendo la leucina por una estatina.
El análogo peptídico inhibía la actividad ß-secretasa, aunque pobremente
(IC50 = 40 µM en extractos solubilizados de membranas de cerebro humano).
La sustitución de aspartato P1’ por valina incrementaba la potencia a una Ic50

de 30 nM, dando un producto adecuado. Pero dado su tamaño y la presencia
de residuos hidrofílicos, este compuesto no inhibe la producción de Aß en
células intactas.

Peptidomiméticos basados en la secuencia VNL*AAEF. El péptido contiene la
preferida doble mutación sueca en P2-P1, pero contiene también alanina en
P1’ en lugar de aspartato. El enlace Leu-Ala fue sustituido por un análogo
hidroxietileno, una estrategia clásica para inhibir aspartil proteasas. Nuevos
compuestos (Fig. 3):

(compuesto 2) OM99-1, Ki = 68 nM frente a ß-secretasa
(compuesto 3) OM99-2, Ki = 10 nM frente a ß-secretasa

Pero la selectividad de estos inhibidores prototipo es pobre, porque la Ki d e
OM99-2 por la catepsina D fue sólo cinco veces superior a la de la ß-secretasa.
Quizá se pueda reducir el tamaño a una medida más adecuada para un fárma-
co, y se pueda mejorar la selectividad incorporando otros residuos en P4.
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Figura 3
Inhibidores de ß-secretasas. Los números corresponden al trabajo de Wolfe (2001)

Se ha conseguido la estructura cristalina de la ß-secretasa asociada al com-
puesto 3. La porción hidroxietilo está coordinada con los dos sitios activos
de aspartato (Asp 32 y Asp 228). Se aprecian ciertas diferencias estructurales
en relación con otras aspartil proteasas (pepsina, gastrisina, pepstatina D y
E), lo que sugiere que estas diferencias podrían ser aprovechadas para dise-
ñar inhibidores más selectivos.

Conclusión

La ß-secretasa parece ser una buena diana terapéutica para prevenir y tra-
tar la EA. Además, transferir la APP a la vía de la α-secretasa podría resultar
también beneficioso, ya que se cree que las α-APPs son neuroprotectoras,
mejoran la memoria y previenen los defectos de memoria. Parece que insistir
en la ß-secretasa vale también la pena, dada la abundante experiencia e in-
formación sobre la inhibición de aspartil proteasas, especialmente la catepsi-
na D, la renina, la proteasa HIV. Además, la determinación de la estructura
cristalina de la ß-secretasa con el compuesto 3 hace ahora posible el diseño
basado en la estructura.

A pesar de todo esto, existen todavía muchos enigmas en este punto como
para afirmar con confianza que se pueden desarrollar con facilidad inhibido-
res eficaces de la ß-secretasa, o que la ß-secretasa sea necesariamente una
buena diana. Para que un agente pueda actuar eficazmente in vivo, los com-
puestos no sólo han de cruzar la barrera hematoencefálica, sino que han de
penetrar en las neuronas. Puesto que han de trabajar intracelularmente, que
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es donde se genera la Aß, es importantísimo conseguir agentes muy selecti-
vos que no interfieran a otras proteasas intracelulares ni a otras vías críticas
de señalización.

¿Procesa la ß-secretasa a otros sustratos, además de la APP?
Considerando que otras secretasas de membrana poseen sustratos múltiples
(p.ej. la enzima convertidora del TNF-α o TACE), la ß-secretasa podría rom-
per otras proteínas, además de la APP. Pronto se dará respuesta a esta pre-
gunta gracias al desarrollo de ratones knock-out para la ß-secretasa, que no
muestran un fenotipo especial excepto una dramática reducción de los nive-
les de Aß.

Por otra parte, incluso si la ß-secretasa juega un papel importante en la fi-
siología humana normal, puede que baste sólo una inhibición parcial para
conseguir el efecto terapéutico (es decir, la reducción de Aß y no su total su-
presión).

¿Cuál es el papel normal de BACE 2? Esta enzima se expresa marcada-
mente en el corazón, riñón, placenta, lo que sugiere que puede desempeñar
una importante función en tejidos ampliamente vascularizados. Si esto es
así, podría ser crítico desarrollar compuestos que bloquearan selectivamente
BACE 1 y no BACE 2. De nuevo, los knock-out darán respuesta a este tema.

¿Cómo se procesa y regula esta enzima? La identificación de la proteasa
activadora que convierte pro-BACE en BACE puede revelar otra diana valio-
sa, como lo haría también el dilucidar los sucesos señalizadores que inducen
a BACE a procesar la APP.

La γ-secretasa

Se ha considerado a esta enzima el elemento central para comprender la
etiología de la EA porque determina la proporción del péptido altamente fi-
brilogénico Aß42. Una vez que la secretasa α o la ß liberan su respectivo ecto-
dominio, los remanentes C 83 y C 99 son rotos en medio de la membrana por
la γ-secretasa (Fig. 2). Normalmente, la proteolisis tiene lugar entre Val 40 e
Ile 41 para dar Aß40, y 10% entre Ala 42 y Thr 43 para producir Aß42. Ruptura
Aß42: VIA*TVI.

La acción de la γ-secretasa presenta, además, otro problema bioquímico
intrigante: ¿cómo esta enzima cataliza la hidrólisis en un sitio aparentemente
situado en la membrana?

La γ-secretasa muestra el perfil farmacológico de una aspartil proteasa,
parece catalizar una proteolisis intramembrana, y requiere las presenilinas
para mostrar su actividad. 
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Presenilinas

Las presenilinas 1 y 2 (PS1 y PS2, respectivamente) fueron identificadas en
1995, en una búsqueda por encontrar los genes causantes de EA familiares
ligadas a los cromosomas 14 y 1. Pronto se comprobó la extraordinaria aso-
ciación entre PS y EA, ya que numerosos casos de EA familiar se debían a
mutaciones originadas en los genes de dichas proteínas. Las dos proteínas
son proteínas de membrana que poseen ocho segmentos transmembrana
(TM) y presentan una homología entre ellas del 65%.

El gen de la PS1 se encuentra en el cromosoma 14. Se han descrito 64 mu-
taciones que inducen EA familiar. El gen de la PS2 se encuentra en el cromo-
soma 1. Se han descrito seis mutaciones que inducen EA familiar. Alguna de
estas mutaciones origina EA a los 25 años. Todas las mutaciones originan au-
mentos específicos de Aß42, demostrables en células transfectadas, en ratones
transgénicos, en plasma sanguíneo, en medios de cultivos de fibroblastos.

Las presenilinas modulan la actividad de la γ-secretasa para incrementar
la ruptura del enlace Ala 42-Thr 43. ¿Podrían ser las presenilinas las γ-secre-
tasas?

Los dos aspartatos (el TM6 y TM7) son críticos para la actividad de la γ-se-
cretasa. Las presenilinas podrían ser el componente catalítico de la γ-secreta-
sa: al interactuar con factores limitantes celulares aún no identificados, las
presenilinas sufren autoproteolisis vía los dos aspartatos, pero las dos subu-
nidades permanecen juntas, cada una contribuyendo con su aspartato al sitio
activo de la γ-secretasa.

A la hora de investigar sobre fármacos inhibidores, es importante conside-
rar que el knock-out de PS1 en ratón es letal in útero por su acción durante el
desarrollo. Si se toman fibroblastos de estos embriones, se cultivan y se
transfectan con APP, se observa una disminución en la actividad de la γ-se-
cretasa. No se altera la producción de α-APPs y ß-APPs, pero aumentan no-
tablemente los sustratos de la γ-secretasa C 83 y C99, y disminuye la produc-
ción de Aß, tanto la total como la Aß42. Esto significa que PS1 interviene en la
producción de ambas. Queda algo de actividad dependiente de PS2. En el
doble knock-out (PS1 y PS2) la supresión de actividad γ-secretasa es completa.

Pero las presenilinas no sólo se encuentran implicadas en el procesamien-
to proteolítico de la APP, sino que son también críticas para procesar el re-
ceptor N o t c h, que es una molécula de señalización absolutamente crucial
para la determinación del destino que ha de seguir una célula durante la em-
briogénesis.

El paralelismo entre el procesamiento de APP y Notch es muy grande. No
sólo ambas son escindidas por TACE, sino que también las regiones trans-
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membrana de ambas proteínas son procesadas por una γ-secretasa que re-
quiere presenilinas. Como se ha dicho, la delección de PS1 en embriones es
letal con un fenotipo similar al observado en el knock-out Notch, y más similar
todavía si produce doble knock-out de PS1 y PS2. La deficiencia en PS1 redu-
ce la formación del dominio intracelular Notch (NICD). El tratamiento de las
células con inhibidores de γ-secretasa diseñados a partir del sitio de ruptura
en la APP (compuesto 8, ver más adelante) bloquea también la producción
de NICD, su translocación nuclear, y reduce la señalización propia de Notch.
También son necesarios los dos aspartatos TM para romper el dominio
transmembrana de Notch. Por consiguiente, es probable que si las presenili-
nas son el sitio catalítico de la γ-secretasa que procesa APP, también lo sean
en las proteasas relacionadas que rompen la región transmembrana de
Notch.

Inhibidores de la γ-secretasa

Péptidos de aldehídos hidrófobos, inhibidores de la calpaína, bloquean la
producción de Aß en el nivel de la γ-secretasa en células transfectadas con
APP, con una IC50 entre 5-200 µM. Pero bloquean Aß40 más que Aß42, lo que
sugiere que puede haber dos γ-secretasas con distinto perfil farmacológico.
El compuesto (7) tiene mayor potencia, pero sigue inhibiendo Aß40 más que
Aß42. La ruptura es VIA*TVI.

La sustitución del sitio de ruptura Ala-Thr por un radical difluoro cetona
origina el compuesto 8 ó MW 167: su IC es 13 µM, eleva niveles de C 83 y C
99 sin inhibir niveles de α-APPs y β-APPs. Pero sigue teniendo mayor activi-
dad para inhibir Aß40 más que Aß42, incluso aumentó a concentraciones pe-
queñas la producción de Aß42.

Importantes inhibidores de γ-secretasa que se fijan a las presenilinas y blo-
quean Aß y Notch pueden ser (Fig. 4):

– Péptido aldehídos.
– Difluoro cetonas.
– Difluoro alcoholes.
– Hidroxi etilos.
– 2,3 dialquilo succinamida (compuesto 16), con una IC50 de 40 nM.
– Adición de benzodiacepina (compuesto 17).
– Benzodiacepina + difluorofenil acetilamina (compuesto 18), IC50 subna-

nomolar.
– Compuesto 19 es útil en células enteras.
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– El dipéptido DAPT (compuesto 20) es un potente inhibidor de γ- s e c r e t a-
sa, capaz de descender los niveles de Aß en ratones transgénicos APP. 

Figura 4
Inhibidores de γ-secretasas. Los números corresponden al trabajo de Wolfe (2001)

En efecto, Dovey et al. (4) han administrado por vía parenteral y oral el
compuesto activo N-[N-(3,5-difluorofenilacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina t-butil és -
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ter (DAPT) a ratones transgénicos PDAPP, que se caracterizan por sobreex-
presar la forma mutante de la proteína precursora de amiloide APPV 7 1 7 F y
muestran muchos rasgos neuropatológicos de EA, produciendo niveles altos
de Aß de una manera regionalmente específica. El compuesto DAPT atravie-
sa la barrera hematoencefálica y alcanza concentraciones cerebrales suficien-
tes como para producir en pocas horas, tras la administración, una sustancial
reducción de los niveles cerebrales de Aß y de Aß42. No inhibió los niveles de
α-APPs y ß-APPs, pero no se sabe si este compuesto también puede afectar a
Notch, aunque no se apreciaron signos de toxicidad celular en los estudios in
vitro (4).

Conclusión

¿Es la γ-secretasa una buena diana para tratar la EA? Lo que primero
preocupa es el correspondiente aumento de los terminales C 83 y C 99, y la
inhibición de la señalización de N o t c h. De hecho, transgénicos para C 99
muestran problemas de aprendizajes (aunque quizá se deban a acumulación
de Aß).

¿Será posible inhibir el procesamiento de APP y no el de N o t c h? Quizá
mediante efectos alostéricos y no por interacción con el sitio activo. Los re-
sultados obtenidos con el compuesto DAPT resultan esperanzadores por
cuanto demuestran su capacidad para alcanzar niveles activos en cerebro y
su eficacia in vivo en un modelo murino altamente representativo de EA.

La estrategia de la inmunización anti-Aß

El Prof. Martínez Lage hizo ya una exposición actualizada y apasionante
de lo que significa esta nueva y, en cierto modo, sorprendente estrategia: la
inmunización activa o pasiva frente al péptido Aß. Además, su visión clínica
centró perfectamente el estado en que se encuentra esta forma de terapia
desde un punto de vista práctico, ya que este es un caso en que, por su tras-
cendencia, la investigación clínica está siguiendo un diligente proceso.

Resaltaré solamente, aquí y ahora, algunos aspectos que están siendo de-
tectados en la investigación experimental y que merecen algún comentario.

No cabe duda que la especificidad del abordaje terapéutico nos va a reve-
lar de forma muy directa el grado de protagonismo que la génesis de Aß
tiene en la patogenia de la EA. Por otra parte, la misma especificidad permi-
te que sea atacada la Aß en su forma más primigenia, antes incluso de que
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se formen las fibrillas. Si, como hemos comentado al inicio de esta exposi-
ción, son las formas más elementales de Aß las que son consideradas más
incisivas en la iniciación de la patología funcional de la EA, su neutraliza-
ción inmunológica desde las primeras etapas puede resultar particularmente
beneficiosa. 

Son varios los modelos de ratones transgénicos que se utilizan para conse-
guir una patología tipo EA; en todos ellos, lo que predomina es la acumula-
ción –diversa en intensidad según la edad del ratón– de Aß, pero no aparecen
necesariamente otros rasgos que observamos en la patología humana más
avanzada, como son la pérdida abundante de neuronas o los acúmulos neu-
rofibrilares. Morgan et al. (13) estudiaron la evolución de los tests de memo-
ria y aprendizaje en los ratones llamados APP+PS1 (se obtienen mediante
cruzamiento de un ratón mutante de APP695 con ratón mutante de PS1). A los
11,5 meses del nacimiento, tanto los ratones inmunizados con Aß42 como los
controles obtuvieron buenas y similares puntuaciones en los tests de apren-
dizaje. Pero a los 15,5 meses, tanto los controles como los inmunizados con
una vacuna inespecífica bajaron en su puntuación de memoria y aprendiza-
je, mientras que los vacunados con Aß42 obtuvieron las mismas buenas pun-
tuaciones que al comienzo. Janus et al. (7) usaron otro modelo, el transgéni-
co, para el mutante del gen APP6 9 5. Estos ratones muestran problemas de
orientación espacial ya a los 3 meses de edad, acompañados de aumento en
los niveles de Aß y en las placas amiloides cerebrales que contienen Aß. La
inmunización con Aß42 redujo el grado de deterioro del aprendizaje a los 11 y
a los 23 meses, comparado con el provocado en los ratones control.

Ambos trabajos ofrecen datos de que la inmunización Aß mejora los défi-
cits de memoria y aprendizaje en dos modelos distintos, lo cual está indican-
do que el trastorno de memoria que sufren los ratones es consecuencia de la
alteración en el metabolismo de Aß. Pero hay que hacer notar que la inmuni-
zación no mejoró estos trastornos de memoria por la simple reducción de los
niveles de Aß; de hecho, no hubo correlación entre el grado de reducción y
la mejoría conductual. Más aún, en los cerebros de los transgénicos
APP+PS1 inmunizados con Aß42 había mucha mayor acumulación de Aß que
en los ratones APP no inmunizados, y sin embargo, los APP+PS1 inmuniza-
dos obtuvieron mejor puntuación en los tests que los APP no inmunizados.
Este resultado, como indica Younkin (19), sugiere que la inmunización pue-
de mejorar el funcionamiento conductual no por el simple hecho de dismi-
nuir la cantidad de depósito de Aß, sino por afectar un aspecto particular del
metabolismo de Aß. Janus et al. (7) sugieren que la inmunización puede in-
terferir la formación de las protofibrillas de Aß soluble, cuya toxicidad fue
comentada al comienzo de este artículo. La cuestión central consiste en saber
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si también en la especie humana la disminución de la sobrecarga de Aß será
capaz de impedir el declive cognitivo. 

También la inmunización pasiva con anticuerpos anti-Aß no sólo previene
la formación de depósitos de Aß, sino que facilita los mecanismos de aclara-
miento de dichos depósitos. En este sentido, es de destacar la elegante con-
firmación conseguida recientemente en ratones in vivo por Bacskai et al. (1),
mediante una nueva técnica de imagen que se puede aplicar en cerebros de
ratones vivos. Los autores desarrollaron un nuevo sistema de análisis de
imagen, llamado microscopía multifotónica in vivo, en ratones transgénicos
PDAPP que expresaban la proteína humana precursora de Aß y acumulaban
depósitos. La microscopía multifotónica utiliza luz de larga longitud de
onda, relativamente benigna para excitar fluoróforos estándar. La excitación
se concentra solamente en el volumen focal de la lente objetivo que enfoca el
láser. La imagen óptica permite una resolución del orden de una micra, dos
órdenes de magnitud superiores a las de las técnicas convencionales (emi-
sión de positrones, resonancia magnética). Con la microscopía multifotónica
se pueden obtener imágenes estrechamente enfocadas de estructuras o de le-
siones microscópicas a varios cientos de micras por debajo de la superficie
del cerebro en un animal vivo.

Emplearon dos métodos de análisis: a) la histología in vivo utilizando el
colorante histoquímico fluorescente tioflavina S, y b) la inmunofluorescencia
in vivo utilizando anticuerpos marcados específicos para Aß. Valiéndose de
estos métodos de análisis, que permiten visualizar las placas en los mismos
sitios exactamente, antes y después de los tratamientos, demostraron que la
inmunoterapia impedía la formación de nuevos depósitos y facilitaba el acla-
ramiento de las placas de amiloide ya formadas. Estos efectos positivos fue-
ron conseguidos con el anticuerpo anti-Ab 10D5, pero no con el anticuerpo
anti-tau 16B5.

Parece, pues, que los sistemas de inmunización son capaces tanto de re-
ducir la formación de nuevas placas como de incrementar el aclaramiento d e
las ya formadas. Este mecanismo de aclaramiento cobra enorme importan-
cia. Determinados anticuerpos monoclonales anti-Aß pueden ir dirigidos
d e manera específica hacia la región N-terminal del péptido Aß a través del
epitopo de cuatro aminoácidos EFRH, e inducir la desagregación fibrilar y la
inhibición de su efecto neurotóxico (6). Pero pueden también recurrir a la fa-
gocitosis provocada por la microglía a través del receptor Fc. Si esto es así, la
activación de la microglia cobra un nuevo protagonismo como posible factor
terapéutico en la EA, lo cual puede parecer paradójico dado que la reacción
inflamatoria a los depósitos extracelulares de Aß suele ser considerada como
uno de los rasgos característicos de esta patología. En un reciente estudio,
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Wyss-Coray et al. (18) cruzaron ratones transgénicos que producían altos
niveles de APP y de Aß en las neuronas con ratones transgénicos que sobre-
expresaban TGF-ß1 en astrocitos. Pudieron comprobar en estos ratones un
incremento en la activación de la microglía del parénquima cerebral. El TGF-
ß1 estimuló el depósito de Aß en los vasos cerebrales, mientras que redujo el
depósito de Aß en el parénquima cerebral. Los autores sugieren que el TGF-ß1
podría aumentar el depósito de Aß en los vasos cerebrales como consecuen-
cia de la activación de los astrocitos perivasculares, y reducir el depósito de
Aß en el parénquima como consecuencia de la activación de la microglía,
que estimularía el aclaramiento del Aß. De hecho, el TGF-ß1 fue capaz de es-
timular el aclaramiento de la microglía in vitro.

Si esto es así, aparece un nuevo elemento que puede facilitar la reducción
de los depósitos y placas de Aß: la activación de la microglía, que puede con-
seguirse mediante la acción de las vacunas anti-Aß o por otros mecanismos,
como por ejemplo el TGF-ß1. Con lo cual, como afirman Weninger y
Yankner (16), la microglía mostraría su capacidad dual: por un lado, los de-
pósitos de Aß inducirían su actividad neurotóxica como consecuencia de la
liberación de citoquinas (TNFα, IL-1ß, IL-6); y por otro, las vacunas o el fac-
tor TGF-ß1 inducirían su actividad neuroprotectora mediante la facilitación
del aclaramiento de Aß. De este modo, nos situaríamos en la necesidad, por
una parte, de facilitar cierta actividad inflamatoria para estimular el aclara-
miento de Aß producido por la microglía, y al mismo tiempo proteger a las
neuronas de la respuesta inflamatoria. 
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