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1. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo, lento y
progresivo, clinicamente caracterizado por un paulatino deterioro de las fun-
ciones cognitivas e intelectuales', que se traduce en pérdida de la memoria,
incapacidad del individuo afectado para hacer por si mismo las actividades
vitales rutinarias, pudiendo presentarse también un cuadro de ansiedad,
irritabilidad, depresién o halucinaciones.

La EA es la tercera causa de mortalidad entre adultos mayores de 65 afios
en los paises desarrollados, después de las enfermedades cardiovasculares
y el cancer® Teniendo en cuenta ademas el aumento de la expectativa de
vida media en estas sociedades, y el hecho de que la incidencia de la EA
aumenta con la edad, asi como sus devastadores efectos, parece evidente
gue la EA representa un grave problema de salud publica y presumible-
mente ha de ser una de las patologias mas relevantes en el siglo XXI en el
mundo occidental.
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2. Estrategias terapéuticas para tratar la EA

A pesar de la naturaleza multifactorial de la EA®, las estrategias que se han
disefiado en el 1+D de fa&rmacos para el tratamiento de la EA se han dirigido
basicamente hacia dos objetivos:

a) El péptido p-amiloide (AB) y
b) La neurotransmision colinérgica.

La primera estrategia se orienta hacia la prevencion de los procesos neu-
rodegenerativos que finalmente provocan el dafio irreversible en el cerebro.
La EA est& neurohistopatologicamente caracterizada por la aparicion de pla-
cas seniles extracelulares, mayoritariamente formadas por placas del péptido
B-amiloide (AB)*, redes o nudos neurofibrilares debido a la hiperfosforilacion
de la proteina tau, y la degeneracion o atrofia de las neuronas colinérgicas.
El péptido AP procede de la hidrdlisis de la proteina B-amiloide precursora
(APP). Este proceso puede ocurrir por dos vias mutuamente excluyentes®, ya
sea por hidrdlisis de la proteina por una a-secretasa que da lugar a fragmen-
tos solubles de APP no téxicos y neuroprotectores o, alternativamente, por
sucesivas hidrélisis de APP por las enzimas - y y-secretasas que generan el
péptido AB. Aunque trazas del péptido AP estan siempre presentes en el
metabolismo normal de APP, un aumento de la produccion del péptido, su
agregacion y depdsito como placas amiloides insolubles puede ser el desen-
cadenante del inicio de la enfermedad. Por lo tanto, cualquier agente que
impida la génesis y depoésito de AR serd atil para impedir el progreso de la
enfermedad. En cualquier caso, a pesar del reciente desarrollo de inhibidores
de B- y y-secretasas® o inhibidores de la agregacién de las placas amiloides’,
estas aproximaciones estdn aun en su desarrollo inicial y no hay, por lo
tanto, datos clinicos al respecto.

La segunda aproximacién para el tratamiento de la EA se basa en la lla-
mada “hipotesis colinérgica que postula que los sintomas que presentan los
pacientes de la EA son el resultado de la deficiente transmisién colinérgica y
del déficit en el nivel de neurotransmisores, principalmente acetilcolina
(ACh). Entre los farmacos para restaurar la neurotransmision colinérgica,
estan los que actdan a:

a) Nivel presinéptico, elevando el nivel de ACh, a través de productos que blo-
guean los canales de potasio voltaje-dependientes (linopirdina, DMP 543 6
besipirdina)®, antagonistas muscarinicos M, (PG-9, SCH-72788)* o agonistas
nicotinicos (nicotina, ABT-418)", o a traves de productos que aumentan la absor -
cion de colina (Ch), etapa clave en la sintesis de ACh (MKC-213)%.
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b) Nivel postsindptico, como los agonistas muscarinicos M;. En efecto, es
bien sabido que en la EA los receptores muscarinicos M; no sufren degenera-
cion alguna®, por lo que los agonistas muscarinicos M; pueden ser Utiles en
el tratamiento de la EA, independientemente del grado de degeneracion de
la transmision colinérgica. Es ésta la razén por la que los agonistas muscari-
nicos M; (analogos de arecolina, espiropiperidinas/espiroquinuclidinas, o
analogos heterociclicos de acetilcolina) se han llegado a proponer como una
alternativa estratégica mas racional que los IAChE para tratar la EA™.

c¢) Nivel sinptico, como los inhibidores de acetilcolinesterasa (IAChE). La
aparicion de los IAChE ha jugado un papel clave en el tratamiento sintomé-
tico de la EA. Es cierto que el balance global es limitado y no sin inconve-
nientes, ya que la respuesta clinica ha sido heterogénea, parecen idoneos
solo en las primeras etapas de la EA y sus efectos han sido mas bien paliati-
vos que decisivos para atajar la enfermedad, presumiblemente porque estos
farmacos actian més sobre una consecuencia de la enfermedad (el défict
colinérgico) que en las causas de la enfermedad®.

3. Acetilcolinesterasa

La funcion primordial de acetilcolinesterasa (AChE) (EC 3.1.1.7) es la hidréli-
sis rdpida del neurotransmisor ACh en las sinapsis colinérgicas. La reaccion
de hidrdlisis procede por ataque nucledfilo al grupo carbonilo, acilacién de
la enzima y liberacion de Ch; a continuacion, se hidroliza la enzima acilada
dando &cido acético, regenerandose la enzima.

La estructura tridimensional de AChE de Torpedo californica, determinada
por rayos-X con una resolucion de 2.8A%*, ha mostrado que el centro activo de
la enzima se encuentra al fondo de una estrecha y larga “garganta catalitica”
(de unos 20A). Los IAChE pueden actuar, o en el sitio activo catalitico, y/o en
el sitio periférico. Los inhibidores que actuan sobre el centro activo impiden
la unién de una molécula de sustrato, o su hidrdlisis, ya sea bloquenado el
sitio por su alta afinidad o reaccionando irreversiblemente con la serina proé-
xima al centro catalitico. El sitio periférico es una zona mas difusa, situada a
la entrada de la “garganta catalitica”, y donde se unen preferentemente molé-
culas pequefas (propidium) o toxinas de tipo peptidico, como las fasciculi-
nas. Otras (decamethonium), interaccionan simultdneamente sobre uno u
otro centro. Tal como se ha visto por los estudios cristalograficos de los com-
plejos de AChE vy sus inhibidores, el sitio activo de AChE esta formado por
tres aminoacidos (Ser200-His440-Glu327) localizados en el fondo de una larga
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y estrecha “garganta”, estando la mayor parte de su superficie recubierta por
unos catorce restos aromaticos, y un subsitio que incluye al Trp84, localizado
cerca del fondo de la cavidad'. Trp84 es el punto de interaccion del grupo
cuaternario de ACh, decamethonium y edrophonium. De la misma forma, en
el sitio periférico, cerca de la entrada a la garganta se encuentra Trp279 donde
se ha localizado la unién del segundo grupo cuaternario de decamethonium,
y que seria el responsable de la adhesidn a la enzima®.

Recientemente se ha descrito que la AChE podria también acelerar el
depésito de placas del péptido AB®. Esta actividad estaria favorecida por
ligandos (como decamethonium y propidium) que se unen al sitio activo
aniénico periférico de AChE, mientras que no se veria afectada por inhibido-
res especificos del centro activo de la enzima, como edrophonium, lo que
indicaria posiblemente que es el centro activo periférico de AChE el que
estaria implicado en la formacion de las placas AB.

A continuacién se presentard una vision actualizada del pasado y pre-
sente de diferentes y significativos IAChE.

4. Inhibidores de acetilcolinesterasa (IAChE)

Los IAChE se clasifican en cuatro categorias®:
- Inhibidores pseudo-irreversibles
- Inhibidores irreversibles
- Inhibidores tipo-analogos de estados de transicion, e
- Inhibidores reversibles.

4.1. Inhibidores pseudo-irreversibles

Esta clase de IAChE incluye un grupo de carbamatos (Figuras 1-3) que for-
man un complejo carbamoilado con el residuo de Ser200 de la triada catali-
tica de AChE que se hidroliza més lentamente que la forma acilada
resultante de la interaccion con ACh.
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El prototipo de este grupo de inhibidores es fisostigmina® (Figura 1), que
fué el primer IAChE clinicamente estudiado para el tratamiento de la EA.
No superé la fase clinica Ill por problemas de corta vida-media, variable bio-
disponibilidad y estrecho indice terapéutico. A partir de este compuesto se
han generado una gran cantidad de moléculas relacionadas, los llamados
carbamatos de 22 generacién (Figura 2), entre los que hay que incluir:

Eptastigmina®, menos téxico y con un tiempo de accién més prolongado,
esté en fase clinica Ill.

Quilostigmina (NXX-066) (en fase 1) ha mostrado un perfil farmacolégico
interesante®,

Rivastigmina (conocido por el nombre técnico SDZ-ENA-713, o comer-
cial, Exelon®)* es mucho menos potente in vivo e in vitro que fisostigmina vy,
ademas, inhibe butirilcolinesterasa (BChE). Por contra, presenta un perfil
farmacologico global superior, incluyendo una buena combinacion de selec-
tividad cerebral, accién duradera in vivo, buena tolerancia y neuroprotec-
cion. Estos atributos han determinado que la UE aprobara rivastigmina en
1998 y la FDA (USA) en 2000, para el tratamiento de la EA.

Carbamatos de 22 Generacién
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Carbamatos de 22 generacion
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Mas recientemente, se han desarrollado los llamados carbamatos de 32
generacion (Figura 3), que combinan una accion prolongada con una fuerte
selectividad en la inhibicion de AChE versus BChE, tales como:

Fenserina (en fase clinica I) y tolserina, que presentan un perfil terapéu-
tico amplio, de gran potencia, para mejorar la memoria y la cognicién en
estudios preclinicos con animales modelo®.

Ro 46-5934%* es otro nuevo y potente IAChE, antagonista del receptor
muscarinico M,, que induce altos niveles de ACh a nivel extracelular.

CHF2819% es otro nuevo IAChE de accion prolongada que produce un
simultaneo aumento de los niveles de ACh y serotonina en hipocampo de
rata, y que podria ser atil en la depresién que acompafia a los enfermos de
Alzheimer.

P10358% es un nuevo, no-selectivo IAChE, maés eficaz y seguro que eptas-
tigmina en estudios preclinicos con animales.

Carbamatos de 32 Generacién

Cﬁg‘ Fenserina (R=Cg¢Hs)
Tolserina [R=(C¢H,)-0-CH,]
Me,N :
Ro 46-5934
Me
Cfg “Me
CHF2819
Me
H__O
1RO
o N
NH
CL P10358
F

Figura 3
Carbamatos de 32 generacién
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4.2. Inhibidores irreversibles

Esta familia de IAChE incluye una serie de organofosfatos que forman com-
plejos estables fosforilados con el residuo de serina en el centro activo de
AChE, y cuya desfosforilacion es ain més lenta que la descarbamoilacién.
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Figura 4

El dnico representante de este grupo que ha experimentado un amplio
estudio clinico es metrifonato® (Figura 4). Este compuesto es un pro-far-
maco, de por si no-activo, que se transforma no-enzimaticamente en 2,2-
diclorovinil-dimetilfosfonato (DDVP), el verdadero IAChE in vivo (y también
de BChE) en pequefias dosis y por largo tiempo (varias semanas), siendo
pues el IAChE conocido de efecto més prolongado.

A pesar de haber superado la fase clinica Ill, la FDA finalmente no lo ha
aprobado debido a problemas detectados en el sistema respiratorio y en
musculo en un grupo pequefio de pacientes.

4.3. Inhibidores tipo-anélogos de estados de transicion

El yoduro de m-(N,N,N-trimetilamonio)trifluoroacetofenona® (Figura 5) es
un poderoso (en el rango de lo fentomolar) IAChE, cuya potencia procede de
la interaccidén covalente y reversible con el residuo de serina del centro
activo de la enzima, formando un aducto hemicetalico, tetrahédrico, que
recuerda el estado de transicion en el mecanismo mismo de la enzima. No
obstante, el caracter iénico de este compuesto impide su paso por la barrera
hematoencefélica.
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Yoduro de m-(N, N, N,-trimetilamino) trifluoroacetofenona Zifrosilona (MDL-73745)

Figura 5
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Este aspecto, pero con el mismo disefio, ha sido superado en zifrosilona
(MDL-73745)* (Figura 5), compuesto que se esti evaluando como posible
farmaco para el tratamiento de la EA. En efecto, se trata de un IAChE selec-
tivo y potente, con una K, a nivel picomolar. MDL-73745 se ha mostrado efi-
ciente en estudios con animales modelo, con baja toxicidad, aumentando el
nivel de neuroaminas como adrenalina y dopamina.

4.3. Inhibidores reversibles

A diferencia de los anteriores, estos IAChE interaccionan con la enzima cerca
del sitio catalitico, sin producir complejos covalentes. Tres son las grandes
familias en este grupo: tacrinas (andlogos de aminoacridinas) (Figura 6), las
N-bencilpiperidinas (Figura 7) y algunos alcaloides (Figura 8).

NH, OH
Tacrina Velnacrina 7-Metoxitacrina

Suronacrina Amiridina SM-10888

Figura 6
4.3.1. Tacrinas (anélogos de aminoacridinas) (Figura 6)

Tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina) (Cognex®)* fué el primer far-
maco aprobado por la FDA en 1993 para el tratamiento de casos moderados
de EA. Tacrina es mucho mas potente sobre BChE que AChE, ademas de
presentar un amplio perfil farmacolégico®. Sin embargo, varias desventajas,
como la fuerte hepatotoxicidad inducida, la han expulsado del mercado, y
desaconsejado su uso prolongado.
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En el andlisis por rayos-X del complejo tacrina-AChE se observa que
tacrina se dispone paralelamente entre los restos de Trp84 y Phe330, el
dtomo de nitrégeno heterociclico esta formando un puente de hidrégeno con
el grupo carbonilo de la cadena més larga de His440, y el grupo amino
forma un puente de hidrégeno con una molécula de agua®.

En torno a la estructura de tacrina se han descrito numerosos analogos.

Asi, velnacrina, suronacrina y 7-metoxitacrina®* se mostraron activos en
modelos animales, con baja toxicidad, aunque en algunos casos, los pacien-
tes tratados mostraron hepatotoxicidad.

Amiridina (NIK-247)* esta en fase clinica Il en Japén.

Estudios de estructura-reactividad han demostrado que la introduccion de
atomos de halégeno en los carbonos 6 u 8 de tacrina da lugar a buenos IAChE®.
Asi, SM-10888, tan potente como tacrina y de 2 a 4 veces més que amiridina y
velnacrina, esta en fase clinica en Japén para el tratamiento de la EA.

4.3.2. N-bencilpiperidinas (Figura 7)
En este grupo el prototipo es donepecilo (Aricept®) (E-2020), la segunda

molécula aprobada por la FDA en 1996 para el tratamiento de formas no
severas de EA.

O
MeO
MeO
N
@ Donepecilo (E2020)
H 0
N

N
TAK-147

OMe ¢ _/@
o
N

Figura 7



150 FRONTERAS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

En el analisis por rayos-X del complejo donepecilo-AChE, donepecilo adopta
una singular orientacidn, situdndose desde el centro aniénico del centro catali-
tico hasta el sitio periférico de AChE, interaccionando con distintos restos aro-
maticos de los diferentes aminoacidos arométicos y moléculas de agua. Se
observa que el grupo bencilo se dispone en una posicién paralela, dando lugar
a una interaccién p-p, con el anillo indélico de Trp84 y, por lo tanto, "ocu-
pando” el sitio de unidn de los grupos cuaternarios en el centro activo; el nitro-
geno cuaternario del anillo de piperidina genera una interaccion catién-p con el
resto de Phe330; finalmente, el anillo de indanona se dispone paralelamente
(interaccién p-p) con el anillo de indol de Trp279 en el sitio periférico®.

Donepecilo es un potente IAChE (a nivel nanomolar), de larga duracion y
altamente selectivo para AChE respecto de BChE (1250 veces)®. Debido a la
bondad de donepecilo en cuanto a seguridad, selectividad y eficacia, en los
altimos tiempos numerosos estudios se han llevado a cabo encaminados al
desarrollo de nuevas N-bencilpiperidinas.

Asi, TAK-1474 (fase clinica Il), aunque menos potente que donepecilo, ha
mostrado sus beneficiosos efectos en animales modelo, sin efectos secundarios.

T-82* es otro poderoso IAChE con actividad antagonista en los receptores
5-HT3.

Finalmente, en algunas N-bencilpiperidinas recientemente sintetizadas el
anillo de indanona de donepecilo se ha reemplazado por un sistema hetero-
ciclico bioisostero, como el de benzisoxazol* o el de aminopiridacina®.

4.3.3. Alcaloides (Figura 8)

En este grupo se encuentran galantamina y huperzina A.
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Figura 8
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Galantamina® (Nivalina®, Reminyl?) es un alcaloide aislado de Galanthus
woronowi (Amarillidaceae) que ha sido recientemente aprobado en diferentes
paises para tratar la EA.

Galantamina es un IAChE reversible, competitivo y muy selectivo res-
pecto de BChE. Ha demostrado ser también un modulador alostérico de los
receptores nicotinicos in vitro¥ aumentando la respuesta de los receptores
nicotinicos a ACh, lo que se manifiesta en un aumento del nivel de ACh adi-
cional al procedente de la propia inhibicion de AChE. Aunque no se ha
podido probar aun clinicamente que esta accion dual es positiva, estos resul-
tados son sin embargo interesantes para futuras investigaciones.

Entre los andlogos de galantamina® hay que citar los esteres P11012 y
P11149. Estos compuestos son pro-farmacos que in vivo se hidrolizan y se
convierten en el principio activo, 6-desmetilgalantamina, 10 veces mas
potente y 6 més selectivo que galantamina.

Galantamina se une a la base del sitio activo interno de la enzima interac-
cionando con el bolsillo de unién del grupo acilo y con el sitio de unién del
grupo amonio cuaternario. Sin embargo, la amina terciaria interacciona por
medio de una molécula de agua con los restos de Trp84 y Phe330. Otros
puntos de contacto son los puentes de hidrogeno del oxigeno del grupo
metoxilo y del grupo hidroxilo de Ser200, y entre el grupo hidroxilo del ani-
llo de ciclohexenol y el grupo carboxilico de Glu199*.

Huperzina A, un alcaloide aislado de Huperzia serrata, una planta medicinal
originaria de China®*, es un IAChE muy potente, de larga accion, baja toxicidad,
gue aumenta las funciones cognitivas en humanos y animales, y que exhibe neu-
roproteccién en neuronas de hipocampo y cértex cerebral. Esta en fase clinica en
China, y en USA se expende como suplemento alimenticio dietético.

En el analisis por rayos-X del complejo huperzina A-AChE® se observa
gue el grupo amino interacciona con los anillos aromaticos de Trp84 y
Phe330, hay un puente de hidrégeno entre el grupo carbonilo del ligando y
el grupo hidroxilo de Tyr130, una interaccion entre el grupo etilideno y el
oxigeno principal de His440, y varias moléculas de agua interaccionando
con distintos residuos en el bolsillo catalitico.
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Los esfuerzos dedicados a preparar analogos de huperzina A no han con-
ducido a mejores compuestos. En este contexto si cabe destacar los hibridos de
huperzina A y tacrina, conocidos por huprinas®*, Esta clase de IAChE se han
diseflado como una combinacion de la substructura de 4-aminoquinolina,
presente en tacring, y de huperzina A. De este andlisis han resultado un gran
numero de productos, de los que huprina X y huprina Y (Figura 9) han sido
los mas potentes y selectivos. Son capaces de pasar la barrera hematoencefa-
lica y se unen a AChE humana con una de las constantes de inhibicion (K, =
26 pM) mas altas conocidas.

Finalmente, hay que citar los IAChE de accion bivalente, compuestos que
son capaces de unirse simultdneamente al centro catalitico y periférico de
AChE, mostrando gran potencia, afinidad y selectividad. Habitualmente se
trata de homo o heterodimeros de algunos de los IAChE que hemos presen-
tado en esta seccién. Aunque se han descrito compuestos “mezcla” de
tacrina con fragmentos de huperzina A y galantamina, el mas prometedor
de los conocidos, hasta la fecha, es un homodimero de tacrina® (Figura 10),
gue es 149 veces mas potente que tacrina, y se ha mostrado efectivo en ensa-
yos cognitivos con animales modelo y como neuroprotector.

> | Homodimero de Tacrina

Figura 10

TV3326

Figura 11
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En este contexto hay que mencionar también compuestos disefiados para
inteaccionar con dos receptores pertenecientes a dos sistemas biol6gicos distintos. Es
el caso de TV3326 (Figura 11), un hibrido que combinaria el fragmento de N-
etil,N-metilarilcarbamato presente en rivastigmina con el de N-propargila-
minoindano de rasagilina, un potente y selectivo inhibidor de MAO-B. En
efecto, TV3326 no sélo es un IAChE, sino también un inhibidor de MAO-A'y
MAO-B, con un perfil farmacoldgico, que incluye aumento de la capacidad
cognitiva, neuroproteccién y propiedades como antidepresivo, tan promete-
dor que esta siendo desarrollado para el tratamiento de la EA®.

5. Conclusiones y perspectivas

En primer lugar hay que decir que los enormes y evidentes avances experi-
mentados en el conocimiento de la biologia molecular y celular de la EA en
los dltimos quince afios, apenas han tenido un reflejo préactico y positivo en
el tratamiento de los enfermos de Alzheimer, quedando reducido el abanico
de posibilidades a los IAChE .

La hipotesis colinérgica ha generado una gran masa de resultados con
productos en clinica, siendo efectivos en la mejora de la calidad de vida y
capacidad intelectual en cortos espacios de tiempo, de seis a doce meses,
ademas de ser positivos y beneficiosos para disminiur algunos sintomas psi-
quiatricos colaterales observados, tales como apatia y halucinaciones®. No
obstante, los efectos se han revelado modestos, ya que s6lo se observan
mejorias en un tercio de los pacientes, y se presentan efectos secundarios,
suaves, pero frecuentes, particularmente, a nivel gastrointestinal.

Recientemente, se ha encontrado que la regulacion colinérgica podria
afectar también a la agregacion y depdésito del péptido AB®, lo que sin duda
ha renovado el interés por este tipo de productos. Asi, hay evidencia de que
los IAChE y agonistas muscarinicos podrian ralentizar el progreso de la
enfermedad®. La activacion de los receptores muscarinicos M; puede esti-
mular la secrecion de APP a través de la enzima a-secretasa, reduciendo la
formacion del péptido AB, lo que sugeriria, pues, que los colinmiméticos
podrian impedir la formacién de placas amiloides.

En resumen, dado lo complejo y multifactorial de esta enfermedad, no
parece obvio que un s6lo fArmaco pueda ser una solucién. Mas realista
parece una terapia combinada de IAChE con agentes muscarinicos, con
agentes agonistas nicotinicos, o bien, con agentes no colinérgicos, como
estrogenos, antiinflamatorios, antioxidantes® o antagonistas del receptor
NMDA, como la memantina®.
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Mas aun, una terapia combinada basada en distintas estrategias podria ser
muy eficiente. Asi, hay evidencia de que la accion combinada de agentes
colinérgicos y monoaminérgicos® restauran aspectos de las funciones cogni-
tivas a nivel cortical.

En definitiva, pues, en los proximos afios, una investigacion orientada en
base a estas premisas y con estos retos, es plausible que genere nuevos far-
macos mas selectivos, potentes y eficientes para el tratamiento de la EA.
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