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1. ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa más común 

entre las demencias existentes hoy en día, cursando con alteraciones cognitivas y 

neuropsiquiátricas (Ruiz-Nuño et al., 1998). Durante el proceso normal de 

envejecimiento existe un declive de las funciones sensoriales y motoras, acompañado 

de una disfunción cognitiva leve (Corey-Bloom, 2002). Sin embargo, la demencia 

comprende un grupo de disfunciones caracterizadas por un deterioro gradual de las 

habilidades intelectuales, hasta el punto de originar graves problemas sociales 

(Dubois and Deweer, 1998). La prevalencia de los casos de demencia en personas de 

más de 80 años es de aproximadamente  un 30% de la población, siendo la EA un 

50-70% del total de los casos (Fernando and Ince, 2004). 

 

Los factores de riesgo que predisponen  a sufrir esta enfermedad no son bien 

conocidos. La evidencia más clara de que existe una contribución genética en la 

etiología de la EA es la existencia de familias en las cuales la enfermedad se transmite 

siguiendo un claro patrón autosómico dominante y dónde la aparición de la 

enfermedad se da en edades tempranas de entre los 35 y los 55 años (Campion and 

Brice, 1998; Roses, 2004). A pesar de esto, la mayoría de los casos de EA (> 95%) se 

dan a edades superiores de 60 años, por lo que se deduce que estas mutaciones 

representan sólo una pequeña contribución frente al riesgo general de desarrollar la 

enfermedad (Cummings, 1995). Relacionar la EA con un componente genético 

cuando ésta se desarrolla a una edad avanzada es complejo, ya que no sigue un 

patrón autosómico dominante, sino que más bien parece estar relacionada con una 

herencia poligénica mulifactorial (Hsiung, et al., 2004). 

 

 

 

 

 

2. ALTERACIONES NEUROPATOLÓGICAS. 
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La EA se caracteriza por la presencia de graves alteraciones neurológicas tanto 

anatomopatológicas como fisiopatológicas (Corey-Bloom, 2002; Dubois and Deweer, 

1998). Así, entre las primeras, se ha descrito una atrofia difusa y progresiva a nivel de 

la corteza cerebral con la presencia de placas extracelulares de material amiloide 

(placas seniles), además de ovillos neurofibrilares de proteina tau (τ) fosforilada y 

angiopatia amiloide (Rang et al., 2003b). Como resultado de todo ello, existe una 

pérdida neuronal selectiva de las áreas de asociación y del sistema límbico 

manteniendo el resto de las áreas cerebrales prácticamente inalteradas (Dubois and 

Deweer, 1998). La pérdida de terminales sinápticos de tipo colinérgico, parece ser el 

último paso relacionado con la muerte neuronal.  

 

En cuanto a las alteraciones fisiopatológicas, se ha observado que a nivel del 

neocórtex y el hipocampo hay una pérdida de gran número de neuronas, siendo las 

del sistema colinérgico las del grupo más afectado (Rang et al., 2003a). 

 

 

2.1. Cambios anatomopatológicos. 

 

Los cambios anatomopatológicos que se observan en la EA son debidos 

principalmente a la formación y acumulación de la proteína β-amiloide y la proteína 

τ, aunque no todas las regiones cerebrales afectadas responden de la misma manera 

a estos cambios patológicos. Así, la proteína β-amiloide se deposita en regiones 

afectadas y no afectadas del cerebro, sin embargo solamente en las áreas de 

asociación y regiones límbicas, causa una reacción inflamatoria que es la responsable 

de la destrucción neuronal (Dudal et al., 2004; Weiner and Selkoe, 2002). 

 

 

2.1.1. Importancia de las placas seniles: la proteína β-amiloide. 

 

Las placas seniles, también denominadas placas amiloides, son estructuras esféricas de 

20-25 mm de diámetro, localizadas principalmente en el espacio extracelular (Meyer-

Luehmann et al., 2003). Están formadas por conglomerados de cuerpos y 

prolongaciones neuronales degeneradas en torno a depósitos centrales de un péptido 

de longitud variable (29-43 aminoácidos) y de un peso de 4 a 6 kDa, llamado 
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proteína β-amiloide (βA) (DeKosky and López, 1998). En condiciones normales esta 

proteína es generada mediante la proteolisis del péptido precursor de la proteína 

amiloide (PPA) por parte de la enzima α-secretasa siendo posteriormente secretada 

al espacio extracelular cómo una proteína soluble con conformación de hélice α (Esch 

et al., 1990). Sin embargo, en pacientes con EA, la proteolisis de la PPA se lleva a 

cabo por otras secretasas, la β y la γ-secretasa, dando lugar a una nueva proteína, 

extracelular, pero en este caso insoluble, con conformación de hoja β plegada 

(DeKosky and López, 1998) (fig 1).  

 

Este fragmento proteico tiene una gran tendencia a agregarse formando oligómeros 

insolubles  que se depositan en el cerebro en forma de placas seniles y en las paredes 

de las arterias de mediano calibre, dando origen a la angiopatía amiloide. La 

presencia de placas seniles, no obstante, no sólo se observa en los enfermos afectados 

por la EA, sino que se ha descrito su presencia (así como la de ovillos neurofibrilares), 

aunque en bajas cantidades, en cerebros de individuos de edad avanzada sin signos 

Fig. 1 En el procesamiento de la proteína βA están implicadas tres 

enzimas: la α secretasa, la β secretasa y la γ secretasa. Una vez el 

fragmento de la PPA se desprende como βA, se agrega a nivel 

extracelular formando las placas seniles. 
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de demencia, en individuos con neuropatías tales como la enfermedad de 

Creutzfeldt-Jacob (Armstrong et al., 2001; Muramoto et al., 1992)  o en la diabetes 

tipo II, entre otras (Grossman, 2003). 

 

Aunque la causa que provocan la agregación de la βA y la posterior formación de las 

placas seniles no es del todo conocida tampoco lo es el origen de su toxicidad aunque 

numerosos autores han sugerido el papel relevante del estrés oxidativo (Boyd-

Kimball et al., 2004; Miranda et al., 2000), las disfunciones en la homeostasis del 

calcio neuronal (Kim et al., 2000) o los procesos inflamatorios (Dudal et al., 2004) 

como origen de su toxicidad. 

 

 

2.1.2. Importancia de los ovillos neurofibrilares: la proteína tau. 

 

El segundo tipo de alteración observada en la EA es la degeneración neurofibrilar, 

caracterizada por la presencia de cúmulos de fibrillas en el citoplasma de las 

neuronas. A estas acumulaciones citoplasmáticas se les ha denominado ovillos 

neurofibrilares, y están compuestos principalmente por proteína τ altamente 

fosforilada (Johnson and Hartigan, 1998). Dicha proteína, en condiciones fisiológicas, 

está asociada a los microtúbulos celulares estabilizándolos y manteniendo, por lo 

tanto, el citoesqueleto neuronal (Ishigurot et al., 1991).  

 

En la EA, la proteina τ pierde su función fisiológica habitual debido a la  anormal 

hiperfosforilación inducida por quinasas específicas (Ishigurot et al., 1991). In vitro, se 

ha observado que una defosforilación inducida por fosfatasas, restablece las funciones 

normales de la proteína τ alterada (Bramblett et al., 1993).  
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La 

actividad biológica de la proteína τ depende en gran manera del grado de 

hiperfosforilación que presenta (Johnson and Hartigan, 1998). Mientras la proteína τ 

normal promueve la agregación y el mantenimiento de los microtúbulos, la proteína 

hiperfosforilada secuestra la proteína normal junto con las proteínas asociadas 

normalmente a ésta (MAP1 y MAP2), impidiendo el correcto funcionamiento de la 

misma y causando la desunión de los microtúbulos (Li et al., 2004).  

 

Parece ser que el único sitio anormalmente hiperfosforilado es la Ser-262, el cual se 

cree que está estrechamente relacionado con la actividad de la proteína τ 

estabilizando los microtúbulos (Li et al., 2004). Este hecho sería el responsable de la 

pérdida de funcionalidad de la proteína y de la disgregación de los microtúbulos, 

comprometiendo enormemente el transporte axonal de la célula y por lo tanto 

determinará, también, la neurodegeneración celular (Bramblett et al., 1993). Esto 

induce una serie de alteraciones en el citoesqueleto de la neurona que implican la 

pérdida de ramificaciones dendríticas y la reducción del número de estructuras 

sinápticas, conduciendo finalmente a la muerte neuronal en distintas regiones 

cerebrales (Ishigurot et al., 1991).  

  

Fig 2    Esquema de la formación de los ovillo 
ne ofib il es 
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Según algunos autores, una de las proteínas implicadas en la fosforilación de la 

proteína τ, es una enzima denominada quinasa de la proteína τ de tipo I (Ishigurot et 

al., 1991; Planel et al., 2001). La actividad de esta quinasa induciría la agregación de 

la proteína τ formando los ovillos neurofibrilares que son de naturaleza insoluble y de 

difícil degradación por acción de enzimas proteolíticos (fig. 2). Otras proteínas 

implicadas en la fosforilación de la proteína τ, son CaMKII, la PKA, la MARK quinasa, 

etc, las cuales también regulan la fosforilación de la proteína τ en condiciones 

normales (Bennecib et al., 2001; Gong et al., 2000) (fig 3). La actividad de estas 

quinasas, más concretamente la de la CaMKII está regulada por la protein fosfatas IIA 

(PP-2A) y en menor grado por la protein fosfatasa I (PP-I), cuya actividad en la EA y 

parece que está comprometida pudiendo ser ésta, otra de las causas de la 

hiperfosforilación de la proteína τ (Gong et al., 1995; Gong et al., 1993). Debido a que 

la hiperfosforilación de la proteína τ parece darse antes que la agregación de la 

Fig. 3 En la EA la proteína τ pierde  su función fisiológica debido a una anormal 

hiperfosforilación, inducida por, entre otras, la PKA, la MARK quinasa, etc., y a la 

hipofunción de la PP2A Una disminución de la actividad de la PP2A y una anormal 

hiperfosforilación de la proteína τ pueden ser los responsables de la presencia de 

ovillos neurofibrilares en corteza cerebral. 
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proteína βA, éste se considera uno de los primeros signos de la degeneración neuronal 

en la EA (Rachakonda et al., 2004). 

 

 

2.2. Cambios fisiopatológicos. 

 

Las alteraciones en los sistemas de neurotransmisión están estrechamente 

relacionadas con los cambios patológicos estructurales que ocurren en la EA. La 

conexión más evidente entre ambos es la muerte neuronal siendo las neuronas fuente 

de neurotransmisores y de sus sistemas de proyección (Rang et al., 2003b; Ruiz-Nuño 

et al., 1998). Algunos sistemas de neurotransmisión no se hallan afectados o el daño 

que sufren es imperceptible, indicando así un patrón de degeneración específico. Es 

característico de la EA que un sistema de neurotransmisión pueda verse afectado en 

unas áreas del cerebro y no en otras. Sucede así con el sistema colinérgico que se halla 

afectado de forma importante en el núcleo basal de Meynert (Rang et al., 2003b) 

pero se halla relativamente preservado a nivel de los núcleos colinérgicos del tronco 

encefálico. Sin embargo, con la progresión de la enfermedad otros sistemas pueden 

verse así mismo afectados. 

 

 

 

 

2.2.1. Alteraciones en los sistemas de neurotransmisión. El sistema colinérgico y la 

hipótesis colinérgica. 

 

Dado que los cambios más relevantes en los sistemas de neurotransmisión se producen 

en el sistema colinérgico, se formuló lo que actualmente se denomina hipótesis 

colinérgica (Jones, 2003; Lane et al., 2004; Terry and Buccafusco, 2003). El déficit 

colinérgico presente en la EA es el resultado de la pérdida masiva de neuronas 

especialmente en el neocórtex y en el hipocampo (DeKosky and López, 1998). Las 

terminaciones nerviosas de estas dos áreas se originan en el prosencéfalo basal, es 

decir, septo medial, banda diagonal de Broca y núcleo basal de Meynert. La pérdida 

de neuronas que se extiende por las áreas citadas, afectará particularmente al núcleo 

basal de Meynert (Rang et al., 2003b). 
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Puesto que la etiología exacta de la EA no es del todo conocida, la hipótesis 

colinérgica, se estableció como base para desarrollar una terapia sintomática que 

consistiera en potenciar la función colinérgica en el sistema nervioso central (SNC) 

(Michaelis, 2003). En relación con esta hipótesis, se ha demostrado que en la EA 

existen deficiencias en la síntesis de la acetilcolina (ACh), en la actividad de la colina 

acetiltransferasa (CAT) y en la recaptación de colina (DeKosky and López, 1998). 

Además, se produce una reducción de la liberación de ACh así como una disminución 

de su catabolismo, ya que, en general, la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) se 

halla reducida (Lane et al., 2004). A todo ello hay que añadir, además, la pérdida de 

receptores nicotínicos (Court et al., 2001) y la alteración en el sistema de transducción 

de los receptores muscarínicos M1  (DeKosky and López, 1998).  

 

Uno de los factores que determinan las lesiones patológicas que aparecen en el 

sistema colinérgico es la actividad de la βA. En los últimos años, algunos estudios 

relacionan a la proteína βA con la neurotransmisión colinérgica actuando como un 

potente modulador de la misma (Auld et al., 1998; Kar et al., 1996). Esta función 

asociada a la βA, se desarrolla de forma totalmente independiente de sus 

propiedades neurotóxicas (Auld et al., 1998). Así, se ha podido demostrar que la βA es 

capaz de inhibir la liberación de ACh, reducir su concentración intracelular, además 

de reducir las actividades de la CAT y la piruvato deshidrogenasa y de disminuir la 

recaptación de colina. Parece ser que estos efectos son altamente selectivos y 

restringidos a la corteza cerebral y al hipocampo (Kar et al., 1996).  La proteína βA es 

capaz de bloquear y alterar la respuesta a la estimulación de los receptores 

colinérgicos, además de interferir en la expresión de los mismos (Auld et al., 2002) . Es 

de interés señalar que la interacción de la proteína βA con el sistema colinérgico es de 

tipo bidireccional ya que se ha observado que la estimulación de los receptores 

colinérgicos puede, a su vez, modificar la formación de esta proteína (ver en el 

apartado 3.1.) (Fisher et al., 2003; Gu et al., 2003; Hock et al., 2003; Schöder and 

Wevers, 1998).   

 

 

2.2.2. Otros sistemas neuronales afectados en la enfermedad de Alzheimer. 
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Sin embargo, la EA se puede considerar más que un desorden colinérgico, puesto que 

existen evidencias en las que se pone de manifiesto la interacción entre el sistema 

colinérgico y otros sistemas tales como el monoaminérgico  que contribuyen, así, a la 

progresión de la enfermedad (Dringenberg, 2000; Palmer, 1996; Storga et al., 1996; 

Umbricht, 2000; White and Cummings, 1996). 

 

Se ha observado que si bien una lesión en las vías colinérgicas induce a una pérdida 

cognitiva y a una alteración en el trazado normal del electroencefalograma (EEG) 

(Dringenberg, 2000), ambas alteraciones son más evidentes cuando otros sistemas de 

neurotransmisión asociados al sistema colinérgico se hallan afectados. La 

sintomatología observada en la EA corresponde a un daño mucho más importante 

que el que correspondería a una lesión en las vías colinérgicas, por ello se puede 

pensar que en realidad la EA es debida a la alteración conjunta de diferentes 

sistemas de neurotransmisión, aunque lo  más relevante sea el daño a nivel 

colinérgico (Dringenberg, 2000). 

 

Existen diferentes datos sobre las alteraciones funcionales y estructurales en los 

sistemas monoaminérgicos (Storga et al., 1996), como por ejemplo las que relacionan 

al sistema serotonérgico (Buhot et al., 2000), noradrenérgico (Regland, 1993) y 

dopaminérgico (Tanaka et al., 2003) con la EA. El metabolismo de la serotonina que 

se halla alterado, así como su recaptación y su liberación (Francis et al., 1994), 

disminuye a nivel de la corteza cerebral así como en otras áreas del SNC. El número 

de neuronas serotonérgicas localizadas en el rafe disminuye aunque no de forma tan 

significativa como en el caso de las neuronas noradrenérgicas (Yamamoto and 

Hirano, 1985; Zweig et al., 1988). Sin embargo, las neuronas serotonérgicas 

supervivientes presentan grandes cantidades de ovillos neurofibrilares, hecho que está 

relacionado con la marcada agresividad y depresión que presentan algunos enfermos 

de EA (Lopez et al., 1996). 

 

Las alteraciones en el sistema noradrenérgico están relacionadas con cambios tanto 

cognitivos como no cognitivos (Matthews et al., 2002). Analizando la concentración 

de receptores α2 adrenérgicos mediante el uso de radioligandos, se ha observado que 

la densidad de los mismos, disminuye significativamente tanto en pacientes afectados 

por EA como por otras demencias. Además, paralelamente a la disminución de los 

adrenoreceptores α2, existe una reducción neuronal en el locus coeruleus sumadas a la 
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presencia de ovillos neurofibrilares en esa misma localización cerebral (Matthews et 

al., 2002). En los pacientes con demencia existe una correlación positiva entre el 

comportamiento agresivo y la magnitud de la lesión celular localizada a nivel rostral 

del locus coeruleus. Por otra parte, la disminución en la concentración de 

noradrenalina correlaciona positivamente con el daño cognitivo que sufren estos 

pacientes. 

 

Existen diferentes datos en relación con la modificación que sufre el sistema 

dopaminérgico en la EA. Así se ha descrito que si bien algunos pacientes presentan 

síntomas extrapiramidales (Mann et al., 1980), no todos muestran una pérdida de 

neuronas dopaminérgicas o lesiones en las mismas (cuerpos de Lewy). Los pacientes 

de EA que muestran estas alteraciones se les diagnostica enfermedad de Parkinson o 

bien demencia por cuerpos de Lewy (lesiones en el área diencefálica y corteza 

cerebral) concomitante a la EA (DeKosky and López, 1998). Por otro lado, otros 

estudios relacionan la EA y el sistema dopaminérgico (Storga et al., 1996; Tanaka et 

al., 2003), dada la sintomatología esquizofrénica que presentan algunos pacientes 

(White and Cummings, 1996).  

 

Según estudios ante-mortem y post-mortem realizados en cerebros humanos 

(Palmer, 1996), la pérdida de la inervación colinérgica, noradrenérgica y 

serotonérgica a nivel cortical ocurre en los primeros estadios de la enfermedad, por el 

contrario la inervación dopaminérgica se mantiene inicialmente intacta y sólo se 

aprecia su alteración en etapas más avanzadas de la enfermedad (Palmer, 1996). La 

pérdida de inervación serotonérgica, noradrenérgica (Garcia-Alloza et al., 2004; 

Lanctot et al., 2001), dopaminérgica (Meguro et al., 2004; Tanaka et al., 2003) y en 

menor grado colinérgica, son mayoritariamente responsables de la sintomatología no 

cognitiva, mientras que el daño en el sistema colinérgico, está, en general, más 

relacionado con el déficit cognitivo. Sin embargo, síntomas no cognitivos de la EA 

como depresión, psicosis, comportamiento agresivo, hiperactividad o el 

comportamiento errático,  también están relacionados con la lesión del sistema 

colinérgico (Minger et al., 2000) aunque en menor grado. 

 

 

 

3. ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.  
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A pesar de que se está llevando a cabo una profunda y amplia investigación para 

llegar a un mejor conocimiento de esta enfermedad, actualmente se dispone de 

escasos recursos terapéuticos para su tratamiento (Michaelis, 2003). La hipótesis 

colinérgica, ha sido la que más opciones terapéuticas ha generado basándose en la 

corrección del deterioro cognitivo mediante la manipulación de este sistema de 

neurotransmisión (Cummings, 2000; Giacobinni, 1998). De todos los fármacos 

utilizados y sobre los que se ha investigado (Berkeley, 2003; Segura et al., 2003; Terry 

and Buccafusco, 2003), los inhibidores de la acetilcolinesterasa (IAChE) son los únicos 

que han demostrado una probada eficacia clínica (García et al., 1998; Michaelis, 

2003). Sin embargo, la mejora de los pacientes es sintomática y los beneficios 

obtenidos transitorios.  

 

A pesar de la eficacia clínica de los IAChE en el tratamiento de la EA, existen otros 

abordajes experimentales en desarrollo que tienen como objetivo obtener nuevas 

dianas terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad. Entender la etiología y la 

patogénesis, puede suponer la base del desarrollo de nuevas terapias para disminuir o 

frenar el progreso de las lesiones.  

 

 

3.1. Relacionadas con la inhibición de la formación de la proteína β-

amiloide. 

 

La acumulación de la proteína βA y la formación 

de placas seniles (fig 4) están directamente 

correlacionadas con la gravedad de la demencia 

que presentan los pacientes. La cascada de 

procesamiento de la PPA puede dar lugar a la 

producción de proteína βA1-42, que es el fragmento 

de βA con mayor toxicidad y el mayor 

constituyente de las placas seniles (DeKosky and 

López, 1998). El bloqueo de la producción de la 

βA1-42 es, por ello, un objetivo interesante con alto potencial terapéutico en la EA.  

 

Fig 4 Estructura 
microscópica de la placa 
senil 



 15

Cómo se ha comentado anteriormente, se conocen al menos tres enzimas (α, β y γ 

secretasa) relacionadas con el procesamiento de la PPA (DeKosky and López, 1998). 

La α-secretasa es la responsable del procesamiento no amiloidogénico de la PPA 

dando lugar a la formación de una proteina, SPPAα (fig 5), que presenta 

propiedades neuroprotectoras (Hooper and Turner, 2002). La estimulación de la 

actividad de la α- secretasa (estrógenos, testosterona, diversos neurotransmisores y 

factores de crecimiento además de los IAChE), disminuyendo el metabolismo 

amiloidogénico de la PPA e incrementando la síntesis de un factor de 

neuroprotección como la sPPAα, puede suponer una aproximación terapéutica 

alternativa al tratamiento de la EA (Hooper and Turner, 2002). 

 

Además de la inhibición en la formación de placas mediante la estimulación de la vía 

no amiloidogénica del procesamiento de la PPA, el uso de anticuerpos específicos 

para bloquear la actividad patológica de la proteína parece ser otra opción 

terapéutica (Bard et al., 2000; Helmuth, 2000). Se ha demostrado que la 

inmunización en ratones transgénicos que sobreexpresan una de las formas mutantes 

asociadas a la EA del PPA humano, disminuye la formación de placas e induce la 

eliminación de las ya existentes (Bard et al., 2000; Broytman and Malter, 2004). En 

este mecanismo estaría implicada la activación de las células de la microglía por 

parte de los anticuerpos frente a la proteína βA (Dudal et al., 2004; Ferrer et al., 

2004). Los ensayos clínicos con pacientes humanos que habían desarrollado en un 

grado moderado la EA, no mostraron ninguna reacción adversa significativa en la 

fase I, mientras que se observaron algunos casos (5%) de reacción inflamatoria en el 

SNC (meningoencefalitis aséptica) durante la fase II (Nicoll et al., 2003). Los esfuerzos 

por desarrollar una vacuna para la EA basada en la administración de anticuerpos 

contra la βA han dado, por lo tanto, resultados controvertidos (Monsonegro and 

Weiner, 2003; Morgan et al., 2000; Weiner and Selkoe, 2002).   

 

Existen numerosos datos bibliográficos que relacionan directamente la actividad de 

los receptores nicotínicos y muscarínicos así como la de la AChE con cambios en la 

capacidad neurotóxica de la βA.  
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Los agonistas nicotínicos (fig 5) atenúan la toxicidad inducida por la proteína βA en 

cultivos neuronales, efecto que parece estar mediado específicamente a través de su 

interacción con los receptores nicotínicos (Liu and Zhao, 2004). La tacrina  ha 

probado ser capaz de atenuar la toxicidad inducida por la βA25-35 en cultivos 

celulares mediante un mecanismo que parece estar relacionado con los receptores 

nicotínicos (Svensson, 2000). Así mismo la huperzina A ha mostrado poseer la 

capacidad de disminuir la toxicidad inducida por la  βA1-40, in vivo, reduciendo la 

pérdida de CAT y la neurodegeneración celular (Wang and Zhang, 2001).  
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Otra manera de influir sobre el procesamiento de la proteína βA es el uso de los 

agonistas muscarínicos (fig 5), para activar directamente dichos receptores y el uso 

de los IAChE, mediante un mecanismo de acción indirecto, a través de la regulación  

del procesamiento y secreción de la PPA (Fisher et al., 2003). Así, la estimulación 

colinérgica de los receptores muscarínicos M1 y M3, produce un aumento en la 

secreción de PPA in vitro (Qiu et al., 2003) y la inhibición a largo plazo de las 

colinesterasas (ChE) parece potenciar el procesamiento normal de la PPA en el 

cerebro de pacientes con EA, debido a dos factores, por un lado al aumento de los 

niveles sinápticos de ACh (Giacobini and Becker, 2004), y por otro debido a que la 

actividad de los IAChE, como la tacrina o la fisostigmina, aumentan la liberación de 

PPA (Mori et al., 1995). 

 

Se ha observado que la enzima AChE (fig 5) se encuentra presente en los depósitos 

de proteína βA en la EA (Alvarez et al., 1998). Parece claro que esta enzima puede 

acelerar la formación de la proteína βA cómo un potente agente amiloidogénico 

(Inestrosa and Alvarez, 1996), y jugar un papel muy importante en su deposición en 

los cerebros de pacientes con EA, hecho que está relacionado con la activación del 

locus periférico de la enzima (Campos et al., 1998; De Ferrari et al., 2001). Esto implica 

que la inhibición del sitio periférico de la AChE podría disminuir la deposición de 

proteína βA y por lo tanto la formación de placas seniles lo que conduciría a frenar la 

progresión de la enfermedad. En este sentido, la utilización de ligandos capaces de 

interactuar simultáneamente con el sitio catalíticoo y el sitio periférico, supondría una 

ventaja sobre el uso de cualquier otro inhibidor de la AChE conocido. Estos ligandos 

de acción dual presentarían una mayor potencia inhibidora sobre la enzima debido a 

su mayor afinidad por ésta y en consecuencia debido a una mayor eficacia en el 

tratamiento de la síntomatología de la EA y su mayor capacidad para retrasar el 

proceso de neurodegeneración. 

 

 

3.2. Relacionadas con la inhibición de la formación de los ovillos 

neurofibrilares. 

 

La hiperfosforilación anormal de la proteína τ contribuye a su propia agregación, que 

a su vez, está correlacionada con la severidad de la demencia. Los posibles 
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tratamientos para reducir la formación de ovillos neurofibrilares incluyen la inhibición 

de varias quinasas implicadas en la fosforilación de la proteína τ (Gong et al., 1995; 

Bennecib et al., 2001). 

 

La memantina, un antagonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), parece 

ser que reduce el deterioro clínico observado en casos moderados-leves de EA, al 

inhibir la actividad de las quinasas implicadas en la hiperfosforilación de la proteína τ 

(CaMKII, PKA, etc.) a través de la modulación de la actividad de la PP-2A. 

Memanatina y PP-2A inhibirán y revertirán la degeneración neurofibrilar, inducida 

por la hiperfosforilación de la proteína τ (Li et al., 2004). Todo ello conduce a una 

mejora sintomatológica que puede ser útil tanto para el tratamiento de la EA como 

de otras enfermedades relacionadas con la hiperfosforilación de la proteína τ. 

 

 

3.3. Relacionadas con la inhibición del estrés oxidativo. 

 

Se ha sugerido que el estrés oxidativo juega un papel crucial en la fisiopatología de la 

EA ya que se ha observado un aumento en la concentración de productos de la 

oxidación proteica y de la peroxidación lipídidca en los tejidos post-mortem de sujetos  

con EA (Ames and Shigenaga, 1992). Ello es debido, posiblemente a un aumento de 

formación de radicales libres más que a una disminución de la actividad de los 

mecanismos antioxidantes del propio organismo (Parker and Davis, 1998). 

Corroborando el papel de la oxidación en el desarrollo de la enfermedad, se ha 

observado que ciertos compuestos antioxidantes pueden atenuar el estrés oxidativo 

provocado por la proteína βA. Así la selegilina, un inhibidor de la monoamino 

oxigenasa (MAO) con propiedades antioxidantes y la vitamina E, administradas 

juntas o por separado, parecen retrasar el avance de la enfermedad (Sano et al., 

1997).  

 

Algunos estudios han relacionado a los estrógenos, que presentan ciertas propiedades 

antioxidantes, con un inferior riesgo de sufrir EA en mujeres post-menopáusicas 

(Dubois and Deweer, 1998). En la actualidad se están llevando a cabo estudios a 

largo plazo para determinar la capacidad de estos compuestos para cambiar el curso 

de la enfermedad (Cyr et al., 2000; Vaffe et al., 1998). 
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3.4. Relacionadas con la inhibición de la inflamación. 

 

Se ha demostrado que existen cambios inflamatorios en el cerebro de los enfermos 

afectados por la EA (García-Menéndez et al., 2002). Así existe un aumento de la 

concentración de citoquinas pro-inflamatorias y proteínas del complemento, además 

de la presencia de la microglía activada (Chao and Hu, 1998). Datos epidemiológicos 

indican que el uso de fármacos antiinflamatorios esteroideos, como la prednisona y de 

antiinflamatorios no esteriodeos (AINE) como el ibuprofeno, está asociado a una 

disminución del riesgo de la EA. Algunos AINE como el  ibuprofeno (Tabet and 

Feldman, 2003) o el flubiprofeno (Eriksen et al., 2003), han dado muestras a nivel 

experimental, de reducir la formación de la βA 1-42, limitando la producción de las 

placas seniles en ratones que sobreexpresan genes mutantes que causan la EA (Yan et 

al., 2003) y la activación de la microglía de forma generalizada. No obstante, 

aunque la acción antiinflamatoria de estos AINE es debida a la inhibición de la 

cicloxigenasa (COX) y esta enzima parece ser que es responsable de la exacerbación 

de la neuropatología de la βA (Qin et al., 2003), el bloqueo de la formación de la βA1-

42 se realiza de forma directa sin la intervención de la COX, posiblemente mediante la 

inhibición de la γ-secretasa (Lim et al., 2000). 

 

 

3.5. Relacionadas con la actividad hormonal. 

 

Varios estudios epidemiológicos señalan la posibilidad de que los estrógenos mejoren 

la función cognitiva y disminuyan el riesgo de sufrir EA en mujeres post-menopáusicas 

(Cyr et al., 2000; Vaffe et al, 1998). Los estrógenos estimulan la actividad de la CAT, 

participan en la señalización de las vías en las que interviene el factor de crecimiento 

neuronal (NGF), mantienen la estructura de las sinapsis, aumentan el flujo sanguíneo 

cerebral, estimulan la vía no amiloidogénica del procesamiento de la PPA y 

disminuyen la formación de proteína βA, todo ello in vitro (Xu et al., 1998). Además 

algunos estudios han demostrado que los efectos neuroprotectores de ciertos 

estrógenos (17 β-estradiol), podrían estar mediados por el subtipo α7 del receptor 

nicotínico (Svensson et al., 1997). 
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Se ha descrito, además, un efecto  alostérico, sobre los receptores nicotínicos, por parte 

de los estrógenos. Así, se ha observado que la presencia de 17 β-estradiol potencia la 

liberación de ACh debido a su acción sobre los receptores nicotínicos. Este efecto, que 

parece darse de forma rápida y eficaz (Curtis et al., 2002), puede ser comparable al 

efecto alostérico que presentan algunos IAChE sobre los receptores nicotínicos y del 

que se hará referencia más adelante. 

 

Pero además, se ha demostrado que también la testosterona podría ejercer un papel 

protector en el avance de la enfermedad (Tan and Pu, 2003). De esta manera se 

sugiere, que la testosterona modula la función cognitiva a través de un incremento 

de la liberación de ACh y una regulación positiva de la expresión de los receptores 

nicotínicos. Tras la administración de testosterona, y mediante la utilización de 

pruebas de medición de la capacidad cognitiva, se puede observar una mejora del 

déficit cognitivo en pacientes con Alzheimer de tipo leve-moderado. 

 

 

 

4. CÓMO SE VE AFECTADO EL SISTEMA COLINÉRGICO POR LA 

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

Tal cómo se ha comentado en el apartado 2.2.1., la estrategia terapéutica basada en 

la hipótesis colinérgica constituye el principal punto de intervención farmacológica en 

la EA (Minger et al., 2000). Si bien a nivel experimental, la administración de 

agonistas muscarínicos y nicotínicos han dado lugar a mejoras de la función del 

sistema colinérgico y a disminuciones de la sintomatología asociada a la EA (Dani, 

2001; Fisher et al., 2003; Larazeno et al., 2002; Woodruff-Pak and Santos, 2000), los 

IAChE, representan actualmente la estrategia terapéutica que mejores resultados ha 

proporcionado. A continuación se discute de forma detallada el papel de las distintas 

dianas colinérgicas en el tratamiento de la EA.  

 

 

4.1. Los receptores muscarínicos.  

 

Se han descrito cinco tipos de receptores muscarínicos, del M1 al M5, todos ellos del tipo 

metabotrópico acoplados a proteínas G con una localización y una función específica 
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(Rang et al., 2003a). De los cinco subtipos de receptores muscarínicos, los M2 y los M3 

median la mayor parte de las respuestas periféricas, aunque los M2 se localizan 

también a nivel central. Mientras que los receptores M1 son mayoritariamente de tipo 

post-sináptico y estimulan la liberación de diferentes neurotransmisores, los receptores 

de tipo M2, que actúan cómo autorreceptores, están localizados a nivel pre-sináptico 

ejerciendo un efecto de retroalimentación negativa sobre la liberación de ACh  

(Bartolomeo, 2000; Rang et al., 2003a). La distribución del resto de los receptores 

muscarínicos parece ser más limitada y sus funciones no tan conocidas.  

 

Los receptores M1 son los más abundantes en el sistema nervioso central y se hallan 

localizados preferentemente en el neocórtex, hipocampo, sustancia nigra y estriado 

en particular y en áreas cerebrales asociadas con procesos de memoria y cognición en 

general. Su implicación en los procesos de memoria y cognición ha potenciado la 

búsqueda de fármacos agonistas con un alto índice de selectividad (Bartolomeo, 

2000; Larazeno et al., 2002).  

 

En la EA los receptores M1 permanecen inalterados mientras que los receptores M2, 

sobretodo a nivel de córtex frontal, muestran una significativa reducción en cuanto a 

número (DeKosky and López, 1998). Sin embargo se ha observado que algunos 

pacientes con EA, de forma excepcional, muestran una sobrexpresión de los 

receptores muscarínicos M2 a nivel del córtex frontal y del córtex temporal (Lai et al., 

2001). En estos casos se ha descrito una sintomatología psiquiátrica asociada a la 

enfermedad. Como consecuencia, la administración de antagonistas muscarínicos M2 

pueden reducir la sintomatología psicótica en estos pacientes (Bodick et al., 1997). En 

otros casos en que no se observa una sobreexpresión de los receptores M2, la 

administración de ciertos fármacos con actividad antimuscarínica, como los que se 

prescriben en la enfermedad de Parkinson para el control de los temblores, pueden 

inducir la aparición de signos de demencia en estos enfermos  (Perry et al., 2003). Se 

cree en la posibilidad de que la administración de estos fármacos en pacientes de 

Parkinson, puede incrementar la deposición de placas seniles (Perry et al., 2003). 

  

Los receptores M1 se han relacionado con los tres aspectos más relevantes en la 

fisiopatología de la EA: a) la deposición del péptido βA; b) la hiperfosforilación de la 

proteína τ y posterior formación de los ovillos neurofibrilares y c) la pérdida de la 

función cognitiva por alteración colinérgica (Fisher et al., 2003; Login, 1996). Así se ha 
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demostrado que los agonistas M1 incrementan la secreción de la PPA debido a la 

activación de la α-secretasa y a la inhibición de la vía de la γ-secretasa, reduciendo 

de este modo la formación del βA y mejorando la función cognitiva en modelos 

animales (Fischer et al., 2000; Fisher et al., 2003). Los agonistas M1 pueden, también, 

inhibir la actividad neurotóxica de la βA bloqueando la capacidad que tiene dicha 

proteína para activar enzimas relacionadas con importantes funciones celulares y que 

pueden inducir la muerte neuronal (Fisher et al., 2003; Gu et al., 2003; Hock et al., 

2003). 

  

Existe un nuevo grupo de fármacos alostéricos que se unen a un sitio distinto al de la 

ACh en el receptor muscarínico, incrementando la afinidad o la eficacia del 

neurotransmisor por dicho receptor muscarínico (Larazeno et al., 2002). A pesar de 

ello, la eficacia real de los agonistas muscarínicos M1 en los pacientes de EA queda por 

determinar (Messer, 2002).  

 

Sin embargo una alternativa al uso de los agonistas muscarínicos M1, es el uso de 

antagonistas de los receptores M2 pre-sinápticos que podrían, así mismo, representar 

una opción terapéutica para el tratamiento de la EA dado que el bloqueo de la 

actividad de estos autorreceptores da lugar a un incremento en la liberación de ACh. 

Se ha observado, en estudios in vivo (Lachowicz et al., 2001), que  el compuesto SCH 

72788 induce un incremento en la liberación de ACh en cultivos celulares de células 

ováricas de hámster (COH) que expresan receptores muscarínicos M2 humanos.  

 

 

4.2. Los receptores nicotínicos. 

 

Los receptores nicotínicos (fig 6) son de tipo ionotrópico y están formados por 

diferentes subunidades α, β, δ y γ, siendo la subunidad α la encargada de reconocer 

al agonista endógeno, la ACh (Rang et al., 2003a). Las diferentes subunidades que 

forman el receptor y su distribución en el mismo, determinan el subtipo de receptor y 

con ello sus diferentes características farmacológicas. 

 

A nivel del sistema nervioso central, los receptores nicotínicos se hallan ampliamente 

distribuidos y aunque se conoce su localización y se han podido caracterizar diferentes 

tipos de receptores, queda aún por determinar de forma más detallada su 
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importancia en la neurotransmisión colinérgica y en otros procesos neuronales. Si bien 

se localizan tanto a nivel presináptico como postsináptico, en todos los casos los 

receptores nicotínicos favorecen la liberación del neurotransmisor al espacio sináptico. 

En la EA se ha observado que el número de receptores nicotínicos se reduce de forma  

significativa sea cual sea su localización (Benzi and Moretti, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Esquema del receptor nicotínico, dónde se 
observan los sitios de unión a la ACh y el sitio 
alostérico cuya estimulación potencia la actividad 

í
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Existen numerosos datos relacionados con los receptores nicotínicos y su papel en 

desórdenes neurodegenerativos (Martín-Ruiz et al., 1999; Pauly, 1998; Woodruff-Pak 

and Santos, 2000). Así, en determinaciones postmortem (Levin and Rezvani, 2002), 

se ha establecido de forma clara la disminución de receptores nicotínicos en pacientes 

con EA, enfermedad de Parkinson y otra clase de demencias. Además, estudios 

experimentales realizados en cultivos celulares han demostrado la capacidad 

neuroprotectora de estos receptores, efecto que parece estar mediado por el receptor 

nicotínico del tipo α7 (O´Neill et al., 2002; Dajas-Bailador et al., 2003; Dani et al., 

2004). Varios grupos han observado un efecto neuroprotector inducido por la 

nicotina, en cultivos primarios de neuronas corticales de cerebelo y estriado (Donnelly-

Roberts et al., 1996; Minana et al., 1998); estos efectos neuroprotectores se revirtieron 

total o parcialmente en presencia de inhibidores de los receptores nicotínicos como la 

mecamilamina o el hexametonio. La protección inducida por los agonistas nicotínicos  

es concentración y tiempo dependiente.  

 

Dado la relevante función de estos receptores en los procesos de neuroprotección y en 

la actividad del sistema colinérgico, se han desarrollado nuevos compuestos con el fin 

de obtener alternativas terapéuticas para el tratamiento de la EA  (la relación entre 

los receptores nicotínicos α7 y α4β2 con los mecanismos de la memoria, está 

ampliamente demostrada (Hogg and Bertrand, 2004)). En este sentido, el estudio de 

compuestos alostéricos de los receptores nicotínicos con el fin de potenciar la acción de 

la ACh sobre dicho receptor, parece ofrecer nuevas posibilidades terapéuticas. 

Aunque existen diferentes compuestos que han demostrado dar lugar a un efecto 

alostérico sobre los receptores nicotínicos (Krause et al., 1997; Zwart et al., 1995; Zwart 

and Vijverberg, 1997) como el nefiracetam (Campos et al., 1998; Narahashi et al., 

2003), un nuevo fármaco  diseñado para el tratamiento de la EA y otras demencias, 

los IAChE siguen siendo los fármacos de elección en este aspecto, así la galantamina  

aumenta la eficacia de la respuesta del receptor nicotínico al estímulo de la ACh 

(Arias et al., 2000; Geerts et al., 2002). Ello se pone de manifiesto con un aumento  

del número de despolarizaciones inducidas por el agonista endógeno (ACh) y en el 

número de aperturas del canal de dicho receptor (Dajas-Bailador et al., 2003). 
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Los tratamientos experimentales basados en la administración de fármacos que 

potencian la actividad nicotínica, mejoran claramente la disfunción cognitiva 

observada en la EA. El uso de estos fármacos en otras enfermedades similares, en 

algunos aspectos a la EA, tales como la esquizofrenia, el déficit atencional y el 

desorden hiperactivo, también han inducido una mejora en la sintomatología (Levin 

and Rezvani, 2002). 

 

A todo ello cabe añadir además que la estimulación de los receptores nicotínicos está 

también relacionada con una disminución de los depósitos de placas seniles en el SNC, 

bloqueando, de forma indirecta, la acción de la γ-secretasa (Utsuki et al., 2002).   

 

 

4.3. La acetilcolinesterasa. Fármacos inhibidores de la acetilcolinesterasa.  

 

En los vertebrados, existen dos tipos principales de colinesterasas (ChE), la AChE y la 

butirilcolinesterasa (BuChE). Ambas son similares en su estructura molecular, pero 

presentan distinta distribución, especificidad de sustrato y función. Ambos tipos 

constan de subunidades catalíticas globulares que constituyen las formas solubles que 

se encuentran en el plasma (la BuChE) y en el líquido cefalorraquídeo (la AChE). En 

otras zonas, las unidades catalíticas de la AChE, están unidas a proteínas de tipo 

colágeno o glucoproteínas, mediante las cuales se fijan a la membrana celular o a la 

membrana basal (Rang et al., 2003a). 

 

En las sinapsis colinérgicas, la AChE se puede hallar fijada tanto a la membrana basal 

de la hendidura sináptica como en forma soluble, y tiene como función hidrolizar la 

ACh liberada. La forma soluble se halla también presente en el plasma (Tayebati et 

al., 2002), y la forma fijada a la membrana, en los eritrocitos, dónde ejerce una 

función todavía desconocida ((No authors listed), 2004).  

 

La BuChE tiene una amplia distribución y se encuentra en tejidos como el hígado, 

cerebro, músculo liso gastrointestinal y en el plasma. Es menos específica en cuanto a 

substrato que la AChE y su función no es del todo conocida aunque actualmente se 

cree que su papel ha sido infravalorado al considerar que su inhibición tan sólo 

producía efectos colinérgicos periféricos. Recientemente se ha probado que la BuChE 

tiene además una importante función en la hidrólisis de la ACh en el SNC, lo cual 
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podría conferir a esta enzima un papel mucho más amplio en la neurotransmisión 

colinérgica de lo que se pensó inicialmente (Geula and Darvesh, 2004) 

 

Se sabe que el locus activo de la AChE contiene una serina activa que es parte de 

una triada catalítica, Glu-His-Ser que no es accesible directamente desde la superficie 

de la proteína sino que está situado a unos 20 Å de profundidad, al final de una 

larga y estrecha cavidad denominada garganta catalítica (Szegletes et al., 1998; 

Szegletes et al., 1999). Considerando que la AChE es una de las enzimas más rápidas 

que se conocen (Mendelson et al., 1998), este hecho es sorprendente ya que parecería 

limitar el paso de sustratos.La AChE y la BuChE difieren en el volumen del sitio 

catalítico dónde se acomoda el sustrato, siendo más grande en el caso de la BuChE, lo 

cual explicaría el hecho de que la AChE hidrolice la ACh pero no la butirilcolina 

(BuCh), mientras que la BuChE puede hidrolizar ambos sustratos así como diversos 

ésteres más.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 7 Estructura de la AChE. En el 
dibujo se observa la situación del sitio 
catalítico dónde se hidroliza la ACh y 
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La AChE y la BuChE pertenecen al grupo de enzimas de las serina-hidrolasas. El sitio 

catalítico (fig 7) de la AChE tiene dos regiones diferentes: una aniónica que posee un 

residuo glutamato y otra esterásica con un grupo imidazol de la histidina y uno OH- 

de la  serina. Cuando la hidrólisis tiene lugar, el grupo acetilo de la ACh es transferido 

a la serina, dejando la enzima acetilada y una molécula libre de colina. La hidrólisis 

espontánea del grupo acetil-serina se da rápidamente. Los IAChE tienen grupos 

básicos que se fijan al lugar aniónico de la enzima mientras que otros grupos pueden 

fijarse al sitio esterásico. La AChE hidroliza también a los IAChE pero a una velocidad 

muy lenta en comparación con la velocidad de hidrólisis de la ACh que tiene lugar en 

milisegundos. La velocidad de hidrólisis de los IAChE será del orden de minutos, horas, 

días o incluso semanas en función del compuesto, siendo esta la base para su 

clasificación. 

 

Existen inhibidores como el propidio y la toxina fasciculina, que no penetran en el sitio 

catalítico si no que se unen al sitio periférico localizado en la entrada de la garganta 

catalítica (fig 7). Finalmente, algunos inhibidores se unen simultáneamente al sitio 

catalítico y al periférico, como por ejemplo el compuesto biscuaternario BW284c51 

(Costagli and Galli, 1998). Ambos sitios de la enzima poseen residuos que contribuyen 

de forma importante a la unión de los ligandos. 

 

Se han descrito numerosas isoformas de la AChE siendo la forma globular tetramérica 

G4 unida a membrana, la predominante   en el cerebro (80%), existiendo además 

una pequeña cantidad de la forma monomérica G1. En la EA se da una pérdida 

selectiva de la forma G4 en zonas de la corteza cerebral e hipocampo, induciendo 

una alteración en la proporción de ambas isoformas dando lugar a un predominio de 

la forma G1 (Siek et al., 1990).  

 

Parece ser que en el proceso normal de envejecimiento, no existe una disminución 

significativa en la actividad de la AChE en la corteza cerebral. Sin embargo, en 

pacientes con EA sí existe una importante disminución en la concentración de AChE,  

además la proporción AChE/BuChE se ve, así mismo,  alterada durante el progreso de 

la enfermedad. Se ha comprobado la presencia de una correlación positiva entre la 

pérdida de la actividad de la AChE y la gravedad de la demencia (Ibach and Haen, 

2004). En la EA la actividad de la AChE disminuye hasta niveles tan bajos como el 
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10-15 % de los valores normales, mientras que la BuChE permanece inalterada o 

incluso incrementa su actividad hasta un 20% (Arendt et al., 1992).  

 

Por otro lado se ha observado que en cerebros humanos y en los de ratones 

transgénicos modificados (Muñoz and Inestrosa, 1999), la AChE acelera la formación 

de las placas seniles y este efecto parece estar directamente relacionado con la 

activación del llamado sitio periférico localizado por encima del sitio activo (Inestrosa 

and Alvarez, 1996; Muñoz and Inestrosa, 1999). Esta acción no-colinérgica, explica que 

a la AChE se le haya asociado una potencial citotoxicidad tanto sobre las células 

gliales como sobre las neuronales. La observación de la condensación cromosómica en 

presencia de determinadas concentraciones de AChE purificada, y en distintas 

condiciones, indica que la muerte celular por apoptosis es también resultado de la 

acción de la AChE. (Calderón et al., 1998). 

 

Teniendo en cuenta que las placas seniles están compuestas principalmente por βA1-40 

y βA1-42 se ha estudiado también cómo este factor puede influir en la actividad 

proamiloidogénica de la AChE. Parece ser que los agregados formados por βA1-42 

incrementan su capacidad neurotóxica en presencia de la AChE y la citotoxicidad 

producida por los agregados de βA1-40 depende de la concentración de la AChE unida 

al complejo, de tal manera que cuanto mayor sea la concentración de la enzima más 

tóxicos serán los complejos (Muñoz and Inestrosa, 1999).  

 

Dados todos los procesos en los que están implicados los IAChE, la eficacia de éstos en 

el tratamiento de la EA parece no estar únicamente relacionada con su actividad 

como  inhibidores de la enzima AChE (Narahashi et al., 2003), en consecuencia,  la 

función de estos fármacos se analiza actualmente bajo tres aspectos: a) su actividad 

anticolinesterásica, b) su actividad alostérica  sobre los receptores nicotínicos y c) su 

capacidad para bloquear el locus periférico que interviene en el proceso de 

agregación de la proteina βA. Así pues, si bien el uso de los IAChE en la terapia 

farmacológica de la EA no detiene el deterioro cognitivo, se ha demostrado que su 

uso proporciona un notable beneficio en los enfermos de Alzheimer.  

 

 

4.3.1. Principales anticolinesterásicos usados en el tratamiento de la enfermedad de 

Alzheimer. 
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Actualmente los IAChE representan la aproximación terapéutica más estudiada y la 

que ha proporcionado los únicos fármacos admitidos por las agencias de 

medicamentos para el tratamiento de la EA: la tacrina (Cognex®), el donepecilo 

(Aricept®), la rivastigmina (Exelon®) y la galantamina (Reminyl®) (Alzheimer´s 

Association, 2003). Cabe destacar que entre los distintos IAChE que se encuentran en 

fase de estudio se halla  también la huperzina A, un alcaloide natural que se extrae 

del licopodio Huperzia serrata. La huperzina A ha sido utilizada en la medicina 

tradicional china durante mucho tiempo debido a sus efectos beneficiosos sobre las 

funciones cognitivas (Tang et al., 1989). 

 

La tacrina, 1,2,3,4-tetrahidro-9-aminocridina, fue el primer fármaco aprobado para 

el tratamiento de la EA. Se ha demostrado que este compuesto facilita los procesos 

de memoria en pacientes con EA, sin embargo, se requieren dosis elevadas para su 

eficacia terapéutica y su pauta de administración es de 4 veces al día. Todo esto junto 

con el hecho de que la tacrina al inhibir por igual la AChE y la BuChE hace que se 

presenten importantes efectos indeseables (alteraciones gastrointestinales y 

hepatotoxicidad), es la causa del uso limitado de este fármaco (Pang et al., 1996). 

 

Se ha demostrado que la tacrina, además de actuar como IAChE, interacciona con los 

receptores muscarínicos, presentando una afinidad muy similar por los de tipo M1 y M2  

(Svensson et al., 1996; Zhao and Tang, 2002).  De entre los receptores muscarínicos, el 

subtipo M1 tiene un papel especialmente importante en la EA debido a su relación 

con las alteraciones patológicas más importantes de la enfermedad (Birdsall and 

Nathanson, 2001; Bodick et al., 1997; Login, 1996). La activación de este receptor por 

parte de la tacrina (De Boer and Abercrombie, 1996), incrementa la secreción de la 

PPA vía activación de la α-secretasa, disminuye la formación de la βA mediante la 

inhibición de la γ-secretasa e inhibe el efecto negativo del estrés oxidativo 

responsable, también de la muerte celular (Fisher et al., 2003). 

 

Se ha podido observar también que tras la administración de tacrina a pacientes con 

EA se produce un incremento en la densidad de receptores nicotínicos (Nordberg et 

al., 1992). A parte de este efecto sobre los receptores nicotínicos algunos autores han 

demostrado la capacidad de la tacrina para potenciar de forma alostérica el citado 

receptor (Zwart et al., 2000), sin embargo en este punto existe mucha controversia. 
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El donepezilo es una benzilpiperacina que ha desplazado en su uso a la tacrina. Es, 

así mismo, un inhibidor reversible de la AChE pero con una acción más selectiva 

disminuyendo, así, su efecto sobre la BuChE (Ruiz-Nuño et al., 1998). Sus 

características farmacológicas hacen que presente menos efectos indeseables y su 

mayor tiempo medio de eliminación hace que sólo sea necesaria una administración 

al día del fármaco (Arenas and Gou, 1998). Resultados experimentales han 

demostrado que el donepezilo activa de forma directa los receptores nicotínicos 

(Zhang et al., 2004) de manera que puede tener interés debido a la relación que la 

activación de estos receptores tiene con los efectos neuroprotectores y tróficos sobre la 

población neuronal (De Ferrari et al., 2001). 

 

La rivastigmina, pertenece al grupo de los carbamatos los cuales inhiben la AChE 

uniéndose directamente al sitio activo con una cinética reversible lenta, actuando 

durante un tiempo aproximado de 10 horas (IAChE de acción media). Se ha 

observado que el modo de acción y el metabolismo de la rivastigmina hacen poco 

probable las interacciones con otros fármacos, lo cual es de especial interés en 

pacientes de edad avanzada puesto que suelen recibir tratamientos farmacológicos 

concomitantes.  Los efectos adversos más relevantes tienen lugar a nivel 

gastrointestinal y desaparecen con administraciones sucesivas  del fármaco (Salud, 

1999). 

 

La galantamina es un alcaloide terciario obtenido actualmente por símtesis, pero 

originariamente derivado de los bulbos de la campanilla de invierno (Galanthus 

nivalis) y de varias especies de narcisos. Este cmpuesto es menos potente que los 

demás IAChE mencionados, pero a la vez muestra menos efectos indeseables. La 

galantamina es una molécula que actúa en el sistema colinérgico a diferentes niveles. 

Aumenta la disponibilidad sináptica de ACh al inhibir de forma competitiva y 

reversible la AChE (Bores et al., 1996). Su selectividad por la AChE es 50 veces superior 

que por la BuChE (Thomsen et al., 1991). La galantamina puede, así mismo, potenciar 

la respuesta de la ACh (Maelicke et al., 2001; Samochocki et al., 2000), mediante la 

modulación alostérica del receptor nicotínico, siendo éste un efecto independiente de 

la inhibición de la AChE (Maelicke et al., 2001). El receptor nicotínico presináptico se 

hace más sensible a la ACh y se amplifica su respuesta. Los moduladores alostéricos de 

los receptores nicotínicos, como es el caso de la galantamina, evitan el problema de la 
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desensibilización de los receptores nicotínicos inducida por los agonistas nicotínicos y, 

en consecuencia, el desarrollo de la tolerancia y disminución de la eficacia clínica 

(Samochocki et al., 2000). 

 

La galantamina previene la apoptosis inducida por la tapsigargina (un inhibidor 

irreversible de la bomba ATPasa calcio-dependiente del retículo endplasmático), 

mediante un efecto neuroprotector que parece estar asociado a receptores α7 (Arias 

et al., 2000). El tratamiento crónico de las células con concentraciones 

neuroprotectoras de galantamina induce una sobreexpresión de receptores α7 y de la 

proteína antiapoptótica Bcl-2. 

 

También en relación a su capacidad neuroprotectora, se ha observado que el 

tratamiento con NGF o con galantamina, previene o mejora el progreso 

neurodegenerativo secundario al déficit de NGF (Capsoni et al., 2002). Así mismo, en 

ratas sometidas a isquemia cerebral global con reperfusión, se ha descrito que el 

tratamiento post-isquémico con galantamina permitió la recuperación de la 

capacidad de aprendizaje respecto a  los animales no tratados (Iliev et al., 2000). 

 

Cómo se ha puesto de manifiesto, la galantamina presenta una relevante acción 

sobre los receptores nicotínicos, pero se ha podido observar que no induce respuesta 

alguna al interaccionar con los receptores muscarínicos (Samochocki et al., 2003). Este 

efecto se ha observado en cinco líneas celulares cada una de ellas expresando uno de 

los cinco tipos de receptores muscarínicos (M1-M5), confirmándose que la galantamina 

no alteraba la actividad de ninguno de ellos (Samochocki et al., 2003). 

 

La huperzina A, es una amina de origen natural (Tang and Han, 1999), que se 

extrae del licopodio Huperzia serrata, utilizada en China durante muchos años para 

el tratamiento de diversas enfermedades. Se trata de un inhibidor reversible, potente 

y selectivo de la AChE, que se absorbe rápidamente y que penetra con facilidad en el 

SNC. En comparación con la tacrina o el donepezilo, la huperzina A tiene un tiempo 

de acción mayor y un mejor índice terapéutico (Tang and Han, 1999). Además, ha 

demostrado producir una mejora en los procesos cognitivos de pacientes de Alzheimer 

sin inducir efectos colinérgicos periféricos importantes a dosis terapéuticas. Una de las 

características más destacables es que este compuesto reduce la muerte neuronal 

inducida por glutamato (Zangara, 2003) mostrando así, un efecto neuroprotector.  
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La potenciación a largo plazo o potenciación duradera en el hipocampo, es una 

forma de plasticidad sináptica prolongada en el tiempo la cual se cree que es un 

modelo simple de cierta forma de aprendizaje y memoria (Bliss and Collindrige, 

1993). Su inducción, en la región hipocampal CA1, se lleva a cabo a través de vías 

glutamatérgicas, especialmente a través de los receptores de la NMDA (Collindrige, 

1985), aunque también está modulada por la acción de la ACh (Hirotsu et al., 1989) y 

el GABA (Wingstrom and Gustafsson, 1985). Tras la administración del fragmento 

Aβ31-35 (fragmento perteneciente al dominio activo de la Aβ) (Pike et al., 1995) se 

observa una marcada supresión de la potenciación a largo plazo a nivel de la región 

CA1 en el hipocampo. Este efecto fue marcadamente revertido gracias a la presencia 

de la (-)huperzina A, mostrando así una capacidad neuroprotectora frente a la 

actividad de la Aβ (Ye and Qiao, 1999). 

 

Además la huperzina A también muestra un efecto neuroprotector frente a la 

actividad oxidante del peróxido de hidrógeno (Xiao et al., 1999), que la relaciona con 

la capacidad de prevención del daño oxidativo que se produce en la EA. Se ha 

observado el efecto neuroprotector de la huperzina A frente a la actividad oxidante 

de otro fragmento de la Aβ, el fragmento Aβ25-35 (Xiao et al., 2000). Ello concluye en 

que la huperzina A muestra un significativo efecto neuroprotector frente a la 

actividad tóxica que la Aβ induce sobre las neuronas, muy probablemente a través 

de una actividad antioxidante. 

 

Se han realizado muy pocos estudios relacionados con la actividad directa de la 

huperzina A sobre los receptores colinérgicos. Por los resultados obtenidos se puede 

considerar a la huperzina A como un IAChE puro debido que poco o ningún efecto 

tiene este fármaco ni sobre los receptores muscarínicos (Alcalá et al., 2003) ni sobre los 

nicotínicos (Fayuk and Yakel, 2004). 

 

 

4.3.2. Efectos de los anticolinesterásicos sobre otros sistemas de neurotransmisión. 

 

Aunque la acción principal de los fármacos anticolinesterásicos es la inhibición de la 

degradación de la ACh, existen otros factores que contribuyen a la eficacia clínica de 

estos fármacos. Diversas evidencias experimentales y clínicas señalan la existencia de 
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interacciones entre el sistema colinérgico y el sistema de aminas biógenas en la EA 

(Baud et al., 1985; Ramirez et al., 1997).  A nivel experimental se ha observado que los 

cambios en los niveles extracelulares de la ACh tras la administración de IAChE se 

relacionan con aumentos significativos de noradrenalina y dopamina (Cobo et al., 

1993; De Boer and Abercrombie, 1996). Los receptores nicotínicos y muscarínicos no 

sólo están presentes en las terminaciones colinérgicas, sino que existen también en las 

terminaciones monoaminergicas. Este hecho explicaría el aumento de la actividad de 

estos sistemas de neurotransmisión inducido por la acción de la tacrina (Balddwin et 

al., 1991) o bien por acción del donepezilo o la galantamina que a través de los 

receptores nicotínicos incrementan la liberación de la dopamina (Zhang et al., 2004). 

Esto hace que sean útiles también para el tratamiento de la sintomatología no 

cognitiva asociada  a la EA (Cummings, 2000). Así pues se ha observado como estos 

compuestos dan lugar a un incremento significativo en los niveles de ACh y en los de 

noradrenalina, dopamina y serotonina en corteza cerebral tras su administración 

sistémica. 

 

En la EA, pues,  son frecuentes los síntomas no cognitivos que aparecen en un 90% de 

los casos, siendo la alteración más frecuente la apatía o la indiferencia (70% de los 

pacientes) (Cummings, 1995; Dubois and Deweer, 1998), además de depresión 

moderada y profunda y síntomas psicóticos. Distintas consideraciones bioquímicas y 

farmacológicas sugieren que la deficiencia colinérgica presente en la EA podría ser la 

responsable en parte de algunos de los síntomas no cognitivos, lo cual viene 

confirmado por el hecho de que los agentes anticolinérgicos pueden inducir psicosis, 

mientras que los agentes colinérgicos, como los IAChE y agonistas muscarínicos, 

producen una mejoría de estos síntomas y reducen la agitación de los pacientes 

(Palmer, 2002). 

 

En consecuencia, el hecho de que algunos anticolinesterásicos presenten acciones 

directas sobre los receptores colinérgicos podría contribuir a la mejora de la 

sintomatología no cognitiva en los enfermos de Alzheimer. 
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5. FÁRMACOS HÍBRIDOS TACRINA-HUPERZINA A. ANTECEDENTES 

 

Desde 1990, la Unidad de Farmacología de la Facultad de Medicina de la UAB, ha 

estado colaborando con el Departamento de Química Farmacéutica de la Facultad 

de Farmacia de la Universidad de Barcelona, dirigido por el Dr. Pelayo Camps, con el 

objetivo de diseñar y sintetizar nuevos derivados anticolinesterásicos con un mejor 

perfil farmacológico para su potencial uso terapéutico en el tratamiento de la EA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En una primera 

etapa se analizaron algunos derivados del compuesto original, la tacrina, que 

mostraban un menor grado de toxicidad aguda (Aguado et al., 1994). En una 

segunda fase, la estrategia seguida fue el análisis de diversos fármacos obtenidos 

mediante la hibridación de la tacrina con la huperzina A (fig 8), haciendo múltiples 

sustituciones en diversas partes de la molécula (Badia et al., 1998; Camps et al., 1999; 

Ros et al., 2001). El resultado fue la obtención de fármacos que inhiben la AChE con 

elevada potencia, algunos de ellos en rango nanomolar, y con toxicidad aguda 

relativa inferior a la tacrina. Estos fármacos híbridos tacrina-huperzina A, 

denominados huprinas, son el resultado de la síntesis por farmacomodulación 

EstructuraEstructura generalgeneral
de de laslas huprinashuprinas

HibridaciHibridacióónn
molecularmolecular

TacrinaTacrinaHuperzinaHuperzina AA

Fig 8 Por combinación, en la misma molécula de 
la subestructura 4-aminopirimidina de la tacrina 
y la subestructura carbocíclica de la huperzina A, 
se han diseñado los híbridos tacrina-huperzina A 
o huprinas. 
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conjuntiva de la huperzina A (subestructura carbocíclica) y la tacrina (subestructura 

4 aminoquinolina), suprimiendo el grupo etildileno de la huperzina A. 

 

El trabajo realizado con estos nuevos compuestos se basa en la hipótesis colinérgica de 

la EA que es la que ha generado el actual abordaje terapéutico de dicha 

enfermedad. A partir de estudios previos realizados en nuestro departamento, se ha 

puesto de manifiesto la potentísima actividad anticolinesterásica de las huprinas, 

superior a la tacrina, la huperzina A y a otros anticolinesterásicos utilizados en la 

actualidad en el tratamiento de la EA (Alcalá et al., 2003). Mediante técnicas in vitro 

se determinó su capacidad anticolinesterásica, la reversibilidad de la unión con la 

enzima y se determinó de qué tipo de inhibición se trataba. Así mismo se llevaron a 

cabo experimentos parar determinar su actividad anticolinesterásica ex vivo. 

 

Se han llevado a cabo trabajos otros trabajos con las huprinas (Camps et al., 2000),  

en los que se ha estudiado su capacidad para unirse al sitio periférico de la AChE en 

vistas a definir la actividad antiagregante de la proteína βA de estos compuestos 

(Camps et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. OBJETIVOS. 

 

Se han realizado enormes esfuerzos para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas 

para el tratamiento de la EA, estrategias basadas en el uso de fármacos que 

disminuyan la velocidad de desarrollo de la enfermedad. Los IAChE que reducen el 

avance de la enfermedad de forma temporal y por ello retrasan el deterioro 

cognitivo de ls enfermos de EA, siguen siendo, hoy por hoy, los únicos fármacos que 
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están aprovados para el tratamiento de la EA. Sin embargo, el avance en el 

conocimiento del desarrollo de la enfermedad ha puesto especial atención en el papel 

de elementos importantes en el deterioro del SNC como por ejemplo el efecto de la 

proteína βA en la muerte neuronal o la importancia de los receptores nicotínicos en su 

papel neuroprotector. Es por ello que en la búsqueda de nuevos tratamientos que 

incrementen y mantengan la mejoría clínica de los pacientes de EA, se le está dando 

especial protagonismo a aquellos que combinan más de un mecanismo de acción. 

 

Estudios previos han demostrado que la (±)huprina X o (±) 12-amino-3-cloro-9-etil-6, 

7, 10, 11-tetrahidro-7, 11-metenociclooctano[b]-quinolina, presenta una potente acción 

inhibidora sobre la actividad de la AchE. Sin embargo, y como objetivo principal del 

presente trabajo, se ha pretendido establecer el perfil colinérgico de la (±)huprina X, 

para observar su interacción con otros elementos del sistema colinérgico de especial 

interés en la fisiopatología de la EA, como son los receptores muscarínicos, nicotínicos y 

locus periférico de la AChE (éste último relacionado con el efecto progregante sobre 

la proteína βA). El resultado de este estudio nos presentará una molécula activa en 

distintos niveles del sistema colinérgico y por ello con un potencial terapéutico de gran 

interés en el tratamiento sintomático de la EA.   

 

 

 

 

 

 

Los objetivos específicos planteados fueron los siguientes: 

 

1. El estudio de la interacción de la (±) huprina X con los receptores muscarínicos 

del tipo M1 y M2: 

a) en hipocampo de rata, mediante la técnica de unión de 

radioligandos, con el fin de determinar la afinidad de la (±)huprina X 

sobre dichos receptores. 

b) en estriado y corteza prefrontal de rata, mediante la técnica de 

superfusión de sinaptosomas para establecer el tipo de interacción 

sobre dichos receptores. 



 37

2. El estudio de la interacción de la (±)huprina X sobre los receptores nicotínicos de 

corteza prefrontal de rata mediante la técnica de superfusión de sinaptosomas: 

a) determinando la interacción directa con los receptores nicotínicos 

b) determinando la potenciación de los receptores nicotínicos 

3. El estudio del efecto de la (±) huprina X y de la galantamina (potenciadores de 

los receptores nicotínicos), sobre la liberación de ACh en cortes de estriado de 

rata, con el fin de establecer la importancia de la potenciación del receptor 

nicotínico en un sistema en el cual están presentes otros neurotransmisores y 

neuromoduladores. Análisis comparativo con la huperzina A (carente del efecto 

potenciador sobre los receptores nicotínicos). 

 

4. El estudio del efecto de la (±)huprina X sobre la actividad proagregante de la 

AChE en el proceso de la amiloidogénesis. Dicho estudio, de características 

preliminares, se lleva a cabo con la proteína priónica PrP106-126 de características 

amiloidogénicas parecidas a las de la βA  
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2.1. Interacción de un nuevo y potente anticolinesterásico, la (±)huprina 

X, 

sobre los receptores muscarínicos, en cerebro de rata. 

 

El estudio de la interacción de la (±)huprina X con los receptores muscarínicos, se llevó 

a cabo mediante el método de unión de radioligandos en membranas de hipocampo 

y mediante el método de superfusión de sinaptosomas en cortex prefrontal y estriado 

de rata. 

 

En el estudio de unión de radioligandos se valoró  la afinidad de la (±)huprina X sobre 

los dos tipos de receptores muscarínicos M1 y M2. Dicha afinidad se estudió a través de 

la competición con la unión específica de la pirenzepina-[3H] (1 nM) para los 

receptores M1, y de la competición con el quinuclinidylbenzilato-[3H] (0.8 nM) en 

presencia de pirenzepina (10 μM) para los receptores muscarínicos M2. La unión 

específica de la pirenzepina-[3H] (receptores M1) y el del quinuclinidylbenzilato-[3H] 

(receptores M2), fue inhibida en ambos casos por la (±)huprina X. El análisis de las 

curvas de competición (Munson and Rodbard, 1980) reveló la existencia de una única 

población de receptores con un coeficiente de pseudo-Hill cercano a la unidad para 

ambos receptores (M1 y M2). La (±)huprina X mostró una mayor afinidad (14 veces) 

para el receptor muscarínico M1 (ki=0.338±0.41 μM; n=5) que para el receptor 

muscarínico M2 (Ki=4.66 ± 0.32 μM; n=4). 

 

Para determinar la naturaleza de esta interacción, se analizó la acción de la 

(±)huprina X sobre los receptores muscarínicos M1 y M2 a través de la modulación de 

la liberación de dopamina-[3H] (DA-[3H]) y acetilcolina-[3H] (ACh-[3H]), 

respectivamente. 
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La estimulación de los receptores M1 en el terminal dopaminérgico incrementa la 

liberación de DA, mientras que la activación de los receptores M2 en el terminal 

colinérgico implica una disminución de la liberación de ACh (De Kippel et al., 1993). 

La interacción de la (±)huprina X sobre el receptor muscarínico M1 se estudió en 

terminales dopaminérgicos usando la ACh como agonista y valorando la liberación 

de DA-[3H] (fig 1). La presencia de (±)huprina X (0.1 μM-1 μM) indujo un incremento 

significativo en la liberación de  DA-[3H] sólo a la concentración de 1 μM (97%; 

P<0.001). 

 

 

Para determinar si dicho incremento era debido a la estimulación de los receptores 

M1, se añadió atropina, 0.1 μM, en el medio de superfusión. La presencia de este 

antagonista muscarínico revirtió el efecto inducido por la (±)huprina X en un 30% 

(P<0.001). Con el fin de determinar si parte del incremento de la liberación de DA era 

Fig 1 Efecto de la ACh (columnas blancas) y de la (±)huprina X (columnas grises) sobre la liberación 
de DA-[3H] en sinaptosomas de corteza prefrontal de rata. Los resultados están expresados como 
porcentaje del grupo control. Los datos representan la media±ES  de al menos 3 experimentos 
realizados por cuadriplicado. El análisis estadístico se llevó a cabo  con un ANOVA de una vía 
seguido de un test de Tukey. * P<0.05, ** P<0.01 vs el grupo de la ACh; a P<0.01, b P<0.001 vs. El grupo 
de la (±)huprina X. 
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debido a una interacción de la (±)huprina X con los receptores nicotínicos también 

presentes en el terminal dopaminérgico (Rapier et al., 1990), se estudió el efecto de la 

(±)huprina X,  1 μM, en presencia de mecamilamina, un antagonista nicotínico, 100 μM. 

La presencia de mecamilamina en el medio disminuyó la liberación de DA-[3H] 

inducida por la (±)huprina X en un 18% (P<0.02). Cuando ambos antagonistas, 

muscarínico y nicotínico, fueron añadidos concomitantemente al medio de 

superfusión la liberación de DA-[3H] inducida por la (±)huprina X se redujo en un 

60% (P<0.001). 

 

El efecto de la (±)huprina X sobre los receptores muscarínicos M2 fue estudiado en 

terminales colinérgicos (James and Cubeddu, 1987) (fig 2). La presencia de la 

(±)huprina X (0.01 μM-10 μM) en el medio de superfusión indujo una disminución de la 

liberación de ACh-[3H] (49%; P<0.001), pero únicamente a la concentración de 10 μM. 

El efecto inducido por la (±)huprina X fue completamente inhibido en presencia de 0.1 

μM atropina. 

 

Fig 2 Efecto de la oxotremnorina (columnas blancas) y de la (±)huprina X (columnas grises) 
sobre la liberación de ACh-[3H] en sinaptosomas de estriado de rata. Los resultados están 
expresados como porcentaje del grupo control. Los datos representan la media±ES  de al menos 
3 experimentos realizados por cuadriplicado. El análisis estadístico se llevó a cabo con un test de t 
de Student. *** P<0.001 vs el grupo control. 
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El híbrido tacrina-huperzina A, (±)huprina X, desplazó la pirenzepina-[3H] y el 

quinuclinidylbenzilato-[3H] en membranas de hipocampo y mostró una afinidad 

hacia el receptor muscarínico M1 14 veces superior a la que mostró por el M2.. De los 

resultados obtenidos en los estudios funcionales realizados a nivel del terminal 

colinérgico y dopaminérgico, se desprende que la (±)huprina X actúa cómo agonista 

sobre los receptores muscarínicos. 

 

Diversos estudios in vivo e in vitro han sugerido que los agonistas muscarínicos, 

particularmente los que muestran un efecto selectivo sobre los receptores M1, pueden 

mejorar los síntomas cognitivos de la enfermedad de Alzheimer (EA) (Korczyn, 2000). 

En consecuencia, el hecho que la (±)huprina X muestre mayor afinidad por los 

receptores muscarínicos M1 puede representar una ventaja terapéutica añadida a su 

actividad anticolinesterásica, sugiriendo que este compuesto también puede ser 

capaz de estimular de forma efectiva el sistema colinérgico central a través de la 

activación de los receptores muscarínicos M1.  

 

En el terminal dopaminérgico la (±)huprina X indujo un incremento significativo de la 

liberación de [3H]-DA. Este efecto fue debido, sólo en parte, a la activación del 

receptor muscarinico M1, debido a que en presencia de atropina este incremento no 

fue revertido totalmente. Dada la presencia de receptores nicotínicos en dicho 

terminal (Rapier et al., 1990) y que su estimulación incrementa la liberación del 

neurotransmisor, estudiamos el efecto de la (±)huprina X en presencia de 

mecamilamina un bloqueante de los receptores nicotínicos. La presencia de este 

antagonista puso de manifiesto que parte del incremento de la liberación del 

neurotransmisor era debida a una acción agonista de la (±)huprina X sobre dicho 

receptor. Este hecho fue de especial relevancia debido no sólo al papel de estos 

receptores sobre la modulación de la liberación de ACh si no también al papel 

neuroprotector que ejercen estos receptores. 

 

 

2.2. Efecto potenciador de la (±)huprina X, un nuevo inhibidor de la 

acetilcolinesterasa, sobre los receptores nicotínicos en sinaptosomas de 

corteza prefrontal de rata. 
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En este trabajo se analizó la interacción de la (±)huprina X sobre el receptor nicotínico 

estudiando tanto su efecto directo como el posible efecto potenciador sobre dicho 

receptor, mediante la técnica de superfusión de sinaptosomas. 

 

En primer lugar se estudió el efecto directo de la(±)huprina X sobre los receptores 

nicotínicos en terminales colinérgicos de tejido cortical de rata (Nilsson et al., 1987), en 

condiciones basales (3 mM K+) (Marchi and Raiteri, 1996), y en presencia de atropina 

con el fin de bloquear los receptores muscarínicos. En presencia de (±)huprina X (1 y 10 

μM), se observó un incremento en la liberación de  ACh-[3H] (46%, P<0.01) pero sólo a 

la concentración de 10 μM. Este efecto fue revertido completamente por la acción de 

la mecamilamina (100 μM) (fig 3). Cuando el mismo efecto se estudió en condiciones 

de estimulación (15 mM), la (±)huprina X no modificó en ningún modo la liberación de 

ACh. Sin embargo en las mismas condiciones de estimulación, la (±)huprina X 
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Fig 3 Efecto de la ACh y de la (±)huprina X en presencia y ausencia de la mecamilamina (MEC), 
sobre la liberación basal de ACh-[3H] en sinaptosomas de corteza prefrontal de rata.La atropina 
estuvo presente durante el estudio para bloquear los receptores M2. Los resultados se expresaron 
como porcentaje del grupo control y los datos representan la media±ES de al menos cuatro 
experimentos realizados por triplicado. La evaluación estadística se llevó a cabo mediante un test 
de ANOVA de una vía seguida de un test de Dunett (**P<0.01). 
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incrementó la liberación de ACh-[3H] inducida por la ACh (1 μM) a las 

concentraciones de 10 μM (170%; P<0.01) y de 30 μM (90%; P<0.01) (fig 4). 

 

Teniendo en cuenta la concentración de (±)huprina X (10 μM) a la que se observó el 

máximo efecto potenciador de la actividad de la ACh sobre el receptor nicotínico, se 

estudió la actividad de este compuesto en presencia de un amplio rango de 

concentraciones de ACh exógena (1 nM-0.1 mM). En estas condiciones el efecto 

máximo de la (±)huprina X se observó a una concentración de ACh de 1 μM (169%; 

P<0.05) y este efecto fue disminuyendo a medida que la concentración de ACh  

incrementó (ACh ≥ 3 μM) (fig 5). 

 

Dado que el efecto máximo inducido por la (±)huprina X  se observó a una relación 

de concentraciones de ACh y (±)huprina X de 1:10, se estudió el efecto potenciador de 

diferentes concentraciones de (±)huprina X (0.001-10 μM) en presencia de diferentes 

Fig 4 Efecto de la (±)huprina X en presencia de la ACh sobre la liberación de ACh-[3H] en 
sinaptosomas de corteza prefrontal de rata. La atropina estuvo presente durante el estudio para 
bloquear los receptores M2. Los resultados se expresaron como porcentaje del grupo control y los 
datos representan la media±ES de al menos cuatro experimentos realizados por triplicado. La 
evaluación estadística se llevó a cabo mediante un test de ANOVA de una vía seguida de un 
test de Dunett (**P<0.01) 
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concentraciones de ACh (10 nM-1 mM), manteniéndose en todo momento dicha 

relación. 

 

 

 

 

 

Tal y cómo se observa en la fig 6, el efecto potenciador de la (±)huprina X sobre la 

liberación de ACh-[3H] fue significativo a las concentraciones de (±)huprina X de 0.1, 1 

y 10 μM (P<0.05). La presencia de mecamilamina (100 μM) bloqueó por completo 

tanto el efecto de la ACh como el de la (±)huprina X. 

 

Los resultados obtenidos, demostraron que la (±)huprina X (10 μM) no sólo muestra un 

efecto agonista sobre los receptores nicotínicos, en condiciones basales, sino que 
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Fig 5 Efecto  de diferentes concentraciones de ACh en presencia in en ausencia de (±)huprina X 
sobre la liberación de ACh-[3H] en sinaptosomas de cortex frontal de rata. La atropina estuvo 
presente durante el estudio para bloquear los receptores M2. Los resultados se expresaron como 
porcentaje del grupo control y los datos representan la media±ES de al menos cuatro experimentos 
realizados por triplicado. La evaluación estadística se llevó a cabo mediante un test de ANOVA de 
una vía seguida de un test de Dunett (*P<0.05). 
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además potencia la liberación estimulada de ACh-[3H] inducida por la ACh a través 

de los receptores nicotínicos. 

 

Las diferencias de los efectos observados entre las condiciones basales y de 

estimulación, sugieren que la sensibilidad de los receptores nicotínicos probablemente 

difiere dependiendo del grado de despolarización de la membrana celular. De 

acuerdo con esto, se ha descrito que cambios en el voltaje de la membrana celular 

neuronal induce diferentes respuestas del receptor nicotínico, de la misma manera 

cómo ocurre con otros receptores asociados a canales iónicos (Johnson and Ascher, 

1987; Mayer et al., 1989). Esto explicaría el porqué el efecto potenciador por parte de 

la (±)huprina X sobre la liberación de [3H]-ACh, sólo fue evidente en condiciones de 

estimulación. Podría ser debido a que en estas condiciones el sitio alostérico  del 

receptor nicotínico se modifica para pasar a una forma activa, induciendo cambios 

en las propiedades farmacológicas del receptor nicotínico. Estos cambios darían como 

resultado una respuesta mayor tras la estimulación por el agonista endógeno (ACh) 

%
 V

A
LO

R
 C

O
N

TR
O

L
%

 V
A

LO
R

 C
O

N
TR

O
L

Fig 6 Efecto  de la ACh (10 nM-1 mM) en presencia in en ausencia de (±)huprina X (0.001-10 μM) 
sobre la liberación de ACh-[3H] en sinaptosomas de cortex frontal de rata. La atropina estuvo 
presente durante el estudio para bloquear los receptores M2. Los resultados se expresaron como 
porcentaje del grupo control y los datos representan la media±ES de al menos cuatro experimentos 
realizados por triplicado. La evaluación estadística se llevó a cabo mediante un test de ANOVA de 
una vía seguida de un test de Dunett (**P<0.01) 
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cuando el ligando alostérico está presente. La (±)huprina X incrementó la liberación 

de ACh-[3H] inducida por ACh (1 μM) a las concentraciones de 10 y 30 μM, sugiriendo  

una modulación positiva de la (±)huprina X específicamente sobre los receptores 

nicotínicos debido a que la presencia de mecamilamina antagonizó completamente 

esta acción.  

 

La presencia de la (±)huprina X a una concentración de 10 μM concomitantemente 

con la ACh en un rango de concentraciones de entre 1 nM  y 0.1 mM, puso de 

manifiesto que el efecto de potenciación fue máximo cuando la relación de 

concentraciones entre ambos compuestos fue de 1:10. Además cuando la 

concentración de ACh fue ≥3 μM la liberación de ACh-[3H] se redujo. Estos resultados 

son consistentes con una desensibilización de los receptores nictínicos debida a la 

presencia de concentraciones elevadas de ACh  (Marchi et al., 1999). Además cabe 

destacar que la (±)huprina X potenció los efectos inducidos por la ACh sobre los 

receptores nicotínicos, incluso a bajas concentraciones del neurotransmisor (0.01 μM). 

Este hecho es de especial importancia sobre todo en aquellas condiciones en las que 

existe un daño severo en el sistema colinérgico tal cómo se ha descrito en la EA 

(Giacobinni, 1998). Además el hecho de que la (±huprina X interaccione con el 

receptor nicotínico abre nuevas posibilidades dado el papel de los receptores 

nicotínicos en los procesos de neuroproteción.  

 

 

2.3. Los fármacos potenciadotes de la respuesta nicotínica (±)huprina X y 

galantamina, incrementan la liberación de ACh a través del bloqueo de la 

actividad de la AChE, pero no actuando sobre los receptores nicotínicos. 

 

El principal objetivo de este trabajo fue el de valorar el efecto inducido por la 

(±)huprina X y la galantamina (ambos potenciadores del receptor nicotínico) y la 

huperzina A (exenta de este efecto) sobre la liberación de ACh-[3H] en cortes de 

tejido estriado de rata, con el fin de caracterizar el efecto potenciador sobre dichos 

receptores, en un sistema integrado en el que la presencia de distintos 

neurotransmisores y neuromoduladores pueden modificar la respuesta de estos 

fármacos sobre la liberación del neurotransmisor. 
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En primer lugar se estudió el efecto de la (±)huprina X (0.01 μM), la galantamina (10 

μM) y la huperzina A (0.1 μM) sobre la liberación estimulada de ACh-[3H]. En esas 

condiciones, los tres anticolinesterásicos indujeron una disminución significativa de la 

liberación de ACh-[3H] (36%, 30% y 34% respectivamente; P<0.01), efecto que fue 

completamente revertido en presencia de atropina a una concentración de 0.1 μM. 

 

Con el fin de poner de manifiesto el posible efecto de estos fármacos sobre los 

receptores nicotínicos, los siguientes experimentos se realizaron en presencia de 

atropina (0.1 μM); la (±)huprina X (0.001-10 μM), la galantamina (0.001-100 μM) y la 

huperzina A (0.001-100 μM), se estudiaron a un amplio rango de concentraciones. 

Cómo se observa en la fig 7, no se detectó ninguna modificación significativa en la 

liberación de ACh-[3H], excepto en el caso de la (±)huprina X  (10 μM), dónde se 

observó un descenso significativo de la liberación del neurotransmisor (20%; P<0.05). 
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Dada la influencia del receptor D2  sobre la liberación de la ACh (De Boer and 

Abercrombie, 1996; Bloomquist et al., 2002), junto con el hecho que la liberación de 

DA está bajo la modulación de los receptores nicotínicos (Champtiaux et al., 2003) y 

muscarínicos (Champtiaux et al, 2003; Login, 1996), se estudió el efecto de la 

(±)huprina X, la galantamina y la huperzina A sobre la liberación de la ACh-[3H] en 

presencia de la atropina y de haloperidol (0.01 μM), un antagonista de los receptores 

D2,. Cómo puede observarse (fig 8), los tres IAChE incrementaron la liberación de 

ACh-[3H] a concentraciones superiores a 0.1 μM. La (±)huprina X y la huperzina A, 

incrementaron en un porcentaje similar la liberación de ACh-[3H] (49% y 51% 

respectivamente; P<0.01), mientras que la galantamina lo hizo en un porcentaje 

sensiblemente inferior (30%; P<0.01). 

 

Fig 7. Efecto de la (±)huprina X((±)HPX), la galantamina (GAL) y la huperzina A (HPA) sobre la 
liberación estimulada de la ACh-[3H] en tejido estriado de rata en presencia de la atropina (ATR) 
(0.1 μM). Los resultados están expresados  como el porcentaje del grupo control y los datos 
representan la media±EE de al menos cuatro experimentos realizados por triplicado. La evaluación 
estadística se llevo a cabo mediante un test de t-Student seguido de un test de Bonferroni (* 
P<0.05 incluyendo la corrección del test de Bonferroni). 
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Debido a que la (±)huprina X (Román et al., 2003) y la galantamina (Albuquerque 

and Pereira, 2000) potencian la actividad del receptor nicotínico en presencia del 

agonista endógeno, se estudió el efecto de los tres compuestos en presencia de 

atropina  y de mecamilamina (100 μM), un antagonista de los receptores nicotínicos 

(fig 9). En estas condiciones, la (±)huprina X,  la galantamina y la huperzina A 

aumentaron significativamente la liberación de ACh-[3H] de forma concentración 

dependiente. (37%, P<0.01; 25%, P<0.05 y 38%, P<0.01 respectivamente). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo ponen de manifiesto que la presencia 

de neuromoduladores y neurotransmisores en el entorno sináptico, modifica la 

respuesta de potenciación sobre los receptores nicotínicos inducidos por la (±)huprina 

X (Román et al., 2003) y la galantamina (Albuquerque and Pereira, 2000; 

Samochocki et al., 2003).  

 

Fig 8. Efecto de la (±)huprina X((±)HPX), la galantamina (GAL) y la huperzina A (HPA) sobre 
la liberación estimulada de la ACh-[3H] en tejido estriado de rata en presencia de la atropina 
(ATR) (0.1 μM) y haloperidol (HAL) (0.01 μM). Los resultados están expresados  como el 
porcentaje del grupo control y los datos representan la media±EE de al menos cuatro 
experimentos realizados por triplicado. La evaluación estadística se llevó a cabo mediante un 
test de Student seguido de un test de Bonferroni (** P<0.01, * P< 0.05  incluyendo la corrección 
del test de Bonferroni). 
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Se ha sugerido que la eficacia de ciertos IAChE tales como la galantamina, es debida 

a su capacidad para potenciar la actividad de los receptores nicotínicos más que por 

su efecto anticolinesterásico (Olin and Schneider, 2002). No obstante, dicho efecto 

potenciador tan sólo ha sido estudiado, y por ende observado, en sistemas aislados en 

ausencia de los distintos neurotransmisores que regulan el terminal colinérgico 

(Román et al., 2002; Pereira et al., 1994; Pereira et al., 1993).  

 

La (±)huprina X, la galantamina y la huperzina A, a concentraciones cercanas a su 

IC50, inhibieron de forma similar la liberación de ACh-[3H] y este efecto fue revertido 

en presencia de atropina. Estos resultados son consistentes con los datos obtenidos por 

otros autores con IAChE en estudios in vitro (Feuerstein et al., 1992; Liu et al., 2002). 

Sin embargo, dado que tanto la (±)huprina X como la galantamina poseen la 

capacidad de potenciar el efecto de la ACh sobre el receptor nicotínico, la presencia 

de la atropina debería evidenciar esta capacidad dando lugar a un incremento 

significativo de la liberación de ACh-[3H]. 

 

Es ampliamente conocido el hecho que el terminal colinérgico está sometido a una 

regulación negativa por parte de la DA (Laplante et al., 2004; Baud et al., 1985), a 

través de los receptores D2 de la dopamina (Wonnacott et al., 2000; Middleton et al., 

2003; Middleton et al., 2004). En presencia de la atropina los IAChE podrían activar, 

de forma directa o indirecta, los receptores nicotínicos del terminal dopaminérgico, 

aumentando la liberación de la DA que a su vez podría inhibir la liberación de ACh 

en el terminal colinérgico, a través del receptor D2 localizado en dicho terminal. En 

presencia de atropina (0.1 μM) y haloperidol (0.01 μM), la (±)huprina X, la 

galantamina y la huperzina A incrementaron de forma significativa y de forma 

concentración dependiente, la liberación de ACh-[3H] (49%, 30% y 51% 

respectivamente; P< 0.01).  
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Cuando se estudió el efecto de los IAChE en presencia de la mecamilamina (100 μM), 

los tres compuestos indujeron un incremento en la liberación de ACh-[3H] (37%, 25% y 

38% respectivamente), si bien en este caso, el incremento, fue sensiblemente inferior al 

observado en presencia de atropina y haloperidol. En ambos casos la liberación de 

ACh-[3H] inducida por los IAChE, presentó un perfil similar, siendo la galantamina la 

que indujo una menor liberación de neurotransmisor, mientras que la (±)huprina X y 

la huperzina A dieron lugar a un mayor porcentaje de liberación del mismo. 

 

Si bien se ha sugerido que la eficacia de la galantamina en el tratamiento de la EA es 

debida principalmente al efecto potenciador de la actividad del receptor nicotínico 

(Maelicke et al., 2000; Arroyo et al., 2002), los resultados obtenidos  en el presente 

trabajo, sugieren que el incremento de la liberación de la ACh-[3H], estaría más 

relacionado con un efecto anticolinesterásico que con un efecto potenciador sobre los 

Fig 9. Efecto de la (± )huprina X((± )HPX), la galantamina (GAL) y la huperzina A (HPA) sobre 
la liberación estimulada de la ACh-[3H] en tejido estriado de rata en presencia de la atropina 
(ATR) (0.1 µM) y mecamilamina (MEC) (100 µM). Los resultados están expresados  como el 
porcentaje del grupo control y los datos representan la media± EE de al menos cuatro 
experimentos realizados por triplicado. La evaluación estadística se llevó a cabo mediante un 
test de Student seguido de un test de Bonferroni (* *  P< 0.01 y *P<  0.05, incluyendo la 
corrección del test de Bonferroni). 
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receptores nicotínicos. Sin embargo no puede descartarse que este efecto potenciador 

pueda ser de especial interés en condiciones en las que el nivel de ACh sea 

especialmente bajo, como en el caso de la EA. Podría ser que en tales condiciones los 

IAChE incrementaran los niveles de neurotransmisor mediante ambos mecanismos. 

 

 

 

2.4. Efecto de la acetilcolinesterasa sobre la agregación del péptido 

priónico 

PrP106-126. 

 

Dado que se ha descrito que la AChE induce la agregación de la proteina βA, el 

objetivo de este trabajo fue el de analizar el posible efecto proagregante de la AChE 

sobre la proteína priónica PrP106-126  (K106TNMKHMAGAAAAGAVVGGLG) de 

características amiloidogénicas parecidas a la βA, y valorar además el efecto 

antiagregante de la (±)huprina X. 

 

La agregación espontánea de la PrP106-126 (1 mM) después de 72 horas de incubación, 

se analizó mediante cromatografia líquida de alta resolución (HPLC), tras la 

separación de las formas agregada (fracción del precipitado) y soluble (fracción del 

sobrenadante) mediante centrifugación. De acuerdo con estudios previos (De Giogia 

et al., 1994) tras la incubación de la PrP106-126 se observó que aproximadamente el 

80% del péptido se hallaba en forma agregada mientras que el 20% restante 

permanecía en forma soluble (fig 10). 
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Cuando la incubación de la PrP106-126  se realizó en presencia de la AChE (2,5 μM) la 

fracción agregada de la PrP106-126 disminuyó drásticamente hasta un 25,8%. Así mismo 

el porcentaje de PrP106-126 soluble  fue solo de un 2,8% del total de la proteína 

incubada (fig 11). El hecho de que el contenido total de PrP106-126 en ambas 

fracciones, precipitado más sobrenadante, fuera de sólo el 28,6% se debió 

probablemente a que en presencia de la AChE el tamaño de los agregados era tal 

que no permitió el paso de los mismos a través del filtro de la columna de 

cromatografía. Ni el ácido fórmico ni la enzima proteína quinasa K fueron capaces de 

solubilizar dichos agregados. 
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Fig 10 Los resultados expresan el porcentaje de la proteína PrP 106-126 (1 mM) wild type (WT) y 
scramble (SC), recogida en la fracción del precipitado (proteína agregada) y en la fracción del 
sobrenadante (proteína en suspensión) después de 72 horas de incubación a 25ºC. Los resultados 
están expresados como la media±EE de al menos cuatro experimentos realizados por triplicado.  
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Se ha demostrado que el yoduro de propidio, un IAChE específico del sitio periférico, 

tiene la capacidad de bloquear el efecto proagregante de la AChE sobre la βA 

(Álvarez et al., 1998; Bartolini et al., 2003). Cuando el yoduro de propidio (0.1, 1, 10 y 

100 μM) fue incluido en el medio de incubación, incrementó de forma significativa el 

contenido de PrP106-126 en la fracción del precipitado hasta un 50% y 68% a las 

concentraciones de 10 y 100 μM, respectivamente (fig 12). 

 

Dados los resultados obtenidos con el yoduro de propidio, se estudió el efecto de la 

(±)huprina X y la huperzina A sobre la capacidad proagregante de la AChE. La 

(±)huprina X (0.01, 0.1, 1 mM) indujo un incremento significativo del contenido del 

precipitado a las concentraciones más elevadas estudiadas (48% 0.1 mM; P<0.05 y 

51% 1 mM; P<0.05) respecto al del precipitado de las muestras carentes de (±)huprina 

X (fig 12).  

 

La huperzina A (1 mM) no indujo cambio alguno en la capacidad proagregante de la 

AChE (fig 12). 

 

PrecipitadoPrecipitado
SobrenadanteSobrenadante

***

aaa

25

50

75

100

PrPPrP 106106--126126 WTWT
1 1 mMmM

PrPPrP 106106--126126 WTWT
1 1 mMmM

PrPPrP 106106--126126 SCSC
1 1 mMmM

PrPPrP 106106--126126 SCSC
1 1 mMmM

%
 d

e 
%

 d
e 

ag
re

ga
ci

ag
re

ga
ci óó

nn
de

 la
 P

rP
de

 la
 P

rP
10

6
10

6 --
12

6 
12

6 
%

 d
e 

%
 d

e 
ag

re
ga

ci
ag

re
ga

ci óó
nn

de
 la

 P
rP

de
 la

 P
rP

10
6

10
6 --

12
6 

12
6 

PrPPrP 106106--126126 WTWT
1 1 mMmM

PrPPrP 106106--126126 WTWT
1 1 mMmM

PrPPrP 106106--126126 SCSC
1 1 mMmM

PrPPrP 106106--126126 SCSC
1 1 mMmM

+ AChE 2.5 µM

Fig 11 Los resultados expresan el porcentaje de la proteína PrP 106-126 (1 mM) wild type (WT) y scramble 
(SC), recogida en la fracción del precipitado (proteína agregada) y en la fracción del sobrenadante 
(proteína en suspensión) en ausencia y en presencia de AChE (2.5 μM) después de 72 horas de incubación 
a 25ºC. Los resultados están expresados como la media±EE de al menos cuatro experimentos realizados 
por triplicado. La evaluación estadística se llevó a cabo mediante un test de ANOVA de una vía seguido 
de un test de Dunnett (*** P<0.001 vs el resultado del precipitado de la PrP106-126 WT obtenido en 
ausencia de AChE; aaa P<0.001 vs. el resultado del sobrenadante de la PrP106-126 WT obtenido en 
ausencia de la AChE.  
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Estos resultados preliminares constituyen la base de un estudio más amplio sobre la 

interacción de la AChE y la PrP106-126 que se está llevando a cabo en el laboratorio de 

Farmacología Terapéutica y Toxicología de la facultad de Medicina de la Universidad 

Autónoma de Barcelona. Los estudios de agregación realizados en presencia de la 

AChE sugieren que al igual que se ha descrito para la proteína βA, la enzima es 

capaz de inducir la agregación de la PrP106-126 y que, por otro lado, los compuestos 

que bloquean el sitio periférico del enzima, inhiben dicha agregación. 

 

 

 

Tal como se ha descrito anteriormente, en presencia de la AChE el contenido de 

PrP106-126 en el sedimento y en el sobrenadante disminuyó drásticamente debido 

probablemente al tamaño de los agregados formados en presencia de la enzima. 

Aunque debido a ello no fue posible cuantificar la agregación de la PrP106-126 

inducida por la AChE, el hecho de que entre el sobrenadante y el sedimento de 

detectara tan solo el 28,6% del total de la proteína priónica presente en el medio de 

incubación, sugiere que aproximadamente el 71% del péptido se halla probablemente 

en forma de agregados de gran tamaño. El hecho de que el proceso de agregación 

espontánea de la PrP106-126 presenta características similares a las de la proteína βA, 

sugiere que el efecto proagregante de la AChE sobre la PrP106-126 podría darse en 

Fig 12. Los resultados expresan el porcentaje de proteína PrP106-126 wild type (WT), recogida en la 
fracción del precipitado (proteína agregada), después de 72 horas de incubación a 25ºC, en 
presencia de AChE y en ausencia y en presencia de ioduro de propidio (0.1-100 μM), (±)huprina X (10, 
100 y 1000 μM) y huperzina A (1000 μM). Los resultados están expresados como la media±EE de al 
menos cuatro experimentos realizados por triplicado. La evaluación estadística se llevó a cabo 
mediante un test de ANOVA de una vía seguida de un test de Dunett (** P<0.01 y * P<0.05 vs al 
resultado obtenido en presencia de AChE y en ausencia de ioduro de propidio y (±)huprina X 
respectivamente). 
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forma y condiciones parecidas a las descritas para la βA. Así se ha observado que la 

AChE establece una fuerte unión intermolecular con la proteína βA (Campos et al., 

1998), por lo que dicha unión podría ser de la misma naturaleza en el caso de la 

PrP106-126  

 

Esta relación entre el sitio periférico de la enzima y el efecto proagregante, se 

demostró mediante el uso de inhibidores selectivos de dicho sitio, tales como el yoduro 

de propidio. Así, se ha demostrado que este inhibidor de la AChE bloquea el efecto 

proagregante sobre la proteína βA (Bartolini et al., 2003). En el presente trabajo el 

ioduro de propidio (100 μM) revierte en, aproximadamente, un 85% el efecto 

proagregante de la AChE sobre la PrP106-126. Estos datos sugieren que de la misma 

manera que sucede con la βA, la PrP106-126 interacciona con la AChE a nivel del sitio 

periférico de la enzima. Un efecto similar al del propidio se ha observado en el caso 

de la (±)huprina X, que a una concentración de 0.1 mM y 1 mM revierte la agregación 

de la PrP106-126 inducida por la ACh en un 62% y 65% respectivamente. En el caso de 

la huperzina A (1 mM), sin embargo, no se observó efecto alguno sobre la capacidad 

proagregante de la AChE. 

 

Si bien se trata deresultados preliminares, el interés e importancia de los mismos se 

centra, no tan sólo en el hecho de que la ACh induce la agregación de la proteína 

criónica, sino también en que la (±)huprina X y posiblemente otras huprinas, inhiben 

dicho proceso. 
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Nota: Las referencias bibliográficas incluidas en este apartado se han insertado 

respetando las incluidas en cada uno de los trabajos a los que se hace referencia con 

el fin de evitar repeticiones bibliográficas. 
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4.1. PRP106-126 MINIPRION AGGREGATION INDUCED BY ACETYLCHOLINESTERASE  

4. 4. AnexoAnexo
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(1852(1852--1934) 1934) 
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1. Introduction 

 

Transmissible spongiform encephalopathies are caused by an extra-cellular surface 

protein, the scrapie prion protein (PrPsc), which is an aberrant form of normal and 

functional cellular prion protein (PrPc). The pathological hallmarks of these diseases 

are the accumulation and deposition of PrPsc in the form of amyloid fibrils in the 

central nervous system (Tateishi et al., 1988). Similar events occur in Alzheimer disease 

(AD), where the aggregation of amyloid β protein (Aβ) constitutes one of the most 

important features (DeKosky and López, 1998). The main physicochemical 

characteristics that distinguish PrPsc from PrPc is the high content of β-sheet secondary 

structure strongly resistant to proteolytic digestion, as what occurs with Aβ protein 

(Cohen and Prusiner, 1998; Selvaggini et al., 1993). 

 

It has been observed, in some patients, that Aβ and prion pathology can coexist 

(Muramoto et al., 1992; Hainfellner et al., 1998) and a common spatial pattern of 

protein deposition in both pathologies has been described (Armstrong et al., 2001). 

The nature and size of plaques are very similar and the morphology of multicentric 

PrPsc plaques looks like Aβ immunoreactive senile plaques (Kovács and Budka, 

2002) and, in addition, a similar location and distribution of PrPsc and Aβ deposits 

clusters can be observed in the cerebral cortex in Creutzfeldt Jakob disease (CDJ) and 

AD (Armstrong et al., 2001).  

 

Although the triggering mechanism of the aggregation of the amyloid protein is not 

well-known, it has been described that acetylcholinesterase (AChE), an important 

component of cholinergic synapses, colocalizes with Aβ deposits of brains in 

Alzheimer´s disease and accelerates assembly of Aβ peptides (Inestrosa and Alvarez, 

1996). This noncatalytic function of the enzyme has been related to the peripheral 

anionic site close to the entrance of the active-site gorge, and it has been widely 

described that AChE directly promotes the aggregation of the βA peptide into 

amyloid fibrils through its activation (Inestrosa and Alvarez, 1996; Alvarez et al., 1995). 

 

The amyloidogenic effect of AChE in AD has been well-documented (Inestrosa and 

Alvarez, 1996; Bartolini et al., 2003; Alvarez et al., 1998; Muñoz and Inestrosa, 1999) 



 94

and, recently, it has been demonstrated that propidium, a purely non-specific 

cholinesterase inhibitor (AChEI) (Szegletes et al., 1999) binds to the peripheral site 

decreasing the βA protein aggregation. A similar effect can be observed with non-

selective bisquaternary inhibitor decamethonium, which also can decrease protein 

aggregation (Bartolini et al., 2003). Nevertheless, active-site competitive inhibitors 

like edrophonium did not show any effect on induced Aβ fibrillogenesis (Campos et 

al., 1998; Barak et al., 1994). 

 

The PrP106-126 peptide, derived from mouse−infectious PrP, is a synthetic protein 

without any biologically contaminant activity and is especially desirable for biological 

assays (Riek et al., 1997; Bonetto et al., 2002;  De Giogia et al., 1994). PrP106-126 was 

found to show most of the PrPsc properties, including β-sheet conformation and 

amyloid fibrils formation which are able to induce both nerve cell degeneration and 

glial cell activation in vitro (Bonetto et al., 2002; Forloni et al., 1993; De Giogia et al., 

1994). Thus, the main goal of the present study is to analyse the AChE aggregation 

activity on PrP106-126 deposition based on the common features described between Aβ 

and PrPsc. Preliminary data have shown that AChE is able to induce the PrPsc 

aggregation in a similar way as has been previously described with Aβ protein.   

 

 

 

 

 

 

 

2. Material and Methods 

 

The following drugs were used: Bovine erythrocyte AChE and propidium iodide were 

obtained from Sigma Aldrich. (±)Huprine X and huperzine A were provided by Dr 

Pelayo Camps, from the Laboratori de Química Farmacèutica de la Facultat de 

Farmàcia, Universitat de Barcelona. Wild-type PrP106-126 peptide 

(K106TNMKHMAGAAAAGAVVGGLG) and scramble PrP106-126 peptide 

(K106NGKALMGGHGATKVMGAAA) were a generous donation by Dr Mario Salmona, 

from the Istituto di Recerche Farmacologiche,  Milan. 



 95

 

2.1 Preparation of samples 

 

Lyophilised aliquots of the PrP106-126 peptide were suspended in 200 mM TRIS-HCl 

(pH 7.0) at a concentration of 1 mM. To generate amyloid fibrils, samples were 

vigorously shaken and incubated for 72 hours at room temperature (Selvaggini et al., 

1993). When the experiments were developed in the presence of AChE, the enzyme 

was added to the peptide suspension to a final concentration of 2.5 μM and incubated 

in the same experimental conditions. To study the anti-aggregating effect of AChEI, 

the peptides were previously dissolved in the TRIS-HCl solution to achieve the 

different concentrations studied. After that, they were added to the incubation 

medium in the presence or in the absence of AChE. After incubation, samples 

containing soluble and aggregated PrP106-126 were separated by centrifugation at 

13000 rpm for 10 minutes, and both fractions were stored at -20 ºC for posterior 

analysis by HPLC. 

 

High pressure liquid chromatography (HPLC) analysis. Supernatants and pellets 

containing PrP106-126 soluble and aggregate forms were quantified by HPLC on a 

reverse C4 column (symmetry 300 19x150 mm particle size 7 μm; Waters), using a 

mobile phase of 0.1 % TFA: water (eluent A) and 0.08 % TFA: acetonitrile (eluent B) 

with a non-linear gradient of 0%-60% solvent B for 20 min. The column eluents were 

analysed at 240 nm and the absorbing peak was obtained at 22 minutes at 0.5 

ml/min. Before injecting the sample, formic acid was added to the pellet, and 

supernatant fractions to disassemble amyloid aggregates formed during the 

incubation period, making the pass of the peptide trough the HPLC column easier. 

 

Statistical analysis. Results are expressed as mean±SEM. Variances of groups were 

compared using one-way ANOVA followed by Dunnett´s multiple comparison test 

where appropriate. 

 

 

3. Results 

 

3.1. Spontaneous aggregation of miniprion wild-type and scramble Prp 106-

126. 
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The spontaneous aggregation of the PrP106-126 (1 mM) peptide was analysed at 0 h 

and after 72 h of incubation by HPLC measurement. The percentage of total PrP106-

126 content in the supernatant (soluble form) and in the pellet (aggregate form) can 

be observed in Fig 1a. The 78.8%± 6 of total PrP106-126 content was located in the 

pellet, while only 20.7%±2.3 remained in soluble form after 72 h of incubation. The 

scramble type of synthetic peptide PrP106-126 did not form amyloid fibrils, and the 

pellet fraction only contained a small amount of aggregated protein; however, the 

supernatant fraction contained the greatest quantity of scramble protein PrP106-126 

(Fig 1).  

 

3.2. Effect of bovine erythrocyte AChE on PrP 106-126 aggregation. 

 

The amyloid fibrils formation of wild-type PrP106-126 (1 mM) was studied in the 

presence of 2.5 μM of bovine erythrocyte AChE. No PrP106-126 aggregation was found 

at 0 h using HPLC analysis. Unexpectedly, after 72 hours of incubation, the 

percentage of wild-type PrP106-126 in the pellet dramatically decreased (25.8%±2.1; 

P<0.001) (Fig 2) compared with the PrP106-126 aggregation experiments in the 

absence of AChE. The content of the supernatant fraction (the non-aggregated 

peptide) was as low as 2.8%±0.8 (P<0.001).   

 

The concomitant presence of scramble PrP106-126 and AChE did not modify the results 

obtained in the absence of the enzyme (Fig 2). 

 

The fact that in the presence of AChE the total content of PrP106-126 in both pellet and 

supernatant fractions was only 28.6% of the total protein content present in the 

incubation medium was very surprising. It was probably due to the size of aggregates 

induced by AChE which were so big that they were unable to pass through the 

column filter of HPLC. Neither formic acid nor protein kinase K were able to solubilise 

the aggregates formed. Therefore, PrP106-126 protein content detected in the pellet 

fraction could correspond to the small-sized aggregates. 
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3.3. Effects of propidium iodide on the PrP106-126 aggregation induced by 

AChE. 

 

In the next set of experiments the PrP106-126 aggregation induced by AChE was 

analysed in the presence of different concentrations of propidium (0.1, 1, 10 and 100 

μM), an inhibitor of the peripheral site of AChE. Propidium iodide was concomitantly 

added with AChE to the incubation medium and the pellets and supernatants were 

analysed by HPLC.  As Fig 3 shows, propidium increased the content of PrP106-126 in 

the pellet fraction, as compared with the results obtained in the presence of AChE 

alone. This increase was significant at 10 μM (50%±1.78, P<0.05) and at 100 μM (68±1.3 

%, P<0.01). At these concentrations, propidium iodide also induced a recovery in the 

soluble PrP106-126, similar to the control group´s value. Propidium iodide alone did not 

modify the spontaneous peptide aggregation at any drug concentration studied 

(data not shown).     

 

 

 

3.4. Effects of (±)huprine X and huperzine A on the PrP106-126 aggregation 

induced by AChE . 

 

In the next set of experiments the PrP106-126 aggregation induced by AChE 2.5 μM was 

analysed in the presence of different concentrations of two AChEI potentially useful 

for symptomatic AD treatment, (±)huprine X (0.01, 0.1 and 1 mM) and huperzine A (1 

mM). 

 

The presence of (±)huprine X (Fig 3) significantly increased the PrP106-126 content in the 

pellet fraction as compared with data obtained in the presence of AChE alone (at 0.1 

mM 48%±2.8; P<0.05 and at 1 mM 51%±2.31; P<0.05). (±)Huprine X alone did not 

modify the spontaneous peptide aggregation at any drug concentration studied 

(data not shown). Huperzine A (1mM) did not modify the PrP106-126 aggregation 

induced by AChE (Fig 3). 
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4. Conclusion and Discussion. 

 

Data obtained in the present experiments are the preliminary results of a more in-

depth analysis about interaction of AChE and PrP106-126. Aggregation studies 

developed in the presence of AChE have demonstrated that, as occurs with Aβ 

protein (Inestrosa and Alvarez, 1996; De Ferrari et al., 2001), the aggregation process 

of PrP106-126 is induced by the enzyme, and compounds which block the peripheral site 

of AChE inhibited this process. 

 

In accordance with a previous report (De Giogia et al., 1994), data obtained in the 

present experiments show that PrP106-126 spontaneously aggregates (78.8%) after 72 h 

of incubation. It is known that the transition of PrPc to PrPsc involves a 

conformational change with a decrease in the α-helical secondary structure and a 

significant increase in β-sheet content (Eigen, 1996; Cohen and Prusiner, 1998; 

Kitamoto et al., 1992). This structural change implies modifications in the 

physiochemical properties, including insolubility in non-denaturing detergents and 

partial resistance to protein kinase K digestion (Prusiner, 1982). In addition, the PrPsc 

peptide assembles by forming small β-sheet oligomers which, with further growth, 

produce amyloid-like fibrils. These fibrils show features and staining properties similar 

to those described in the Alzheimer’s Aβ protein (Kovács and Budka, 2002). 

 

When AChE was included in the incubation medium, the PrP106-126 content in both 

pellet and supernatant drastically decreased. It has been stated in the Method section 

that in these conditions the aggregate size was so large that, consequently, they could 

not pass through the column filter, and it was not possible to detect the PrP106-126 

content in the pellet fraction by the HPLC method. Neither formic acid nor protein 

kinase K were able to solubilise the aggregates. Although it was not possible to 

directly quantify the aggregation induced by AChE, the total content of PrP106-126 

detected in pellet and supernatant fractions, was 28.6%.  

 

Therefore, this suggests that about 71.4% of PrP106-126 was included in the large-sized 

aggregates. However, these results are not conclusive, they also suggest that AChE 

induces the aggregation process and, in addition, increases the aggregate size. This 

aggregation effect of AChE on PrP106-126 would be similar to those previously 
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described with Aβ (Campos et al., 1998; Alvarez et al., 1995; Bartolini et al., 2003), in 

which an increase in the aggregate size and high stability of aggregates have been 

observed in the presence of the enzyme (Alvarez et al., 1998).  

 

The pro-aggregating effect of AChE was inhibited by propidium iodide, a selective 

blocker of the peripheral site of the enzyme. The values of PrP106-126 content in the 

pellet and in the supernatant fraction at the highest concentration of propidium, 100 

μM, were close to those observed in the spontaneous aggregation process of PrP106-126 

(68% in the pellet fraction and 18% in the supernatant fraction). The reversal of the 

effect of AChE by propidium iodide was similar to that described in previous studies 

on the AChE pro-aggregation effect on Aβ protein (Bartolini et al., 2003). In the 

present experiments propidium iodide at 100 μM inhibited the AChE-induced 

PrP106/126 aggregation by 85%.  

 

(±)Huprine X at 0.1 mM and 1 mM was also able to partially inhibit the pro-

aggretating effect of AChE. Studies performed by using a crystalographic method 

(Camps et al., 2000) have demonstrated that (±)huprine X, a new AChEI, interacts 

not only with the catalytic site of the enzyme, but also with the peripheral site. The 

association -and dissociation- rate constants for (±)huprine X with AChE was also 

determined, and the location of their binding site on the enzyme was tested in 

competition studies with the peripheral site inhibitor propidium and the acylation site 

inhibitor edrophonium. Results indicate that (±)huprine X binds to the enzyme 

acylation site in the active site gorge but also shows a slight affinity with the 

peripheral anionic site (Camps et al., 2000). Therefore the ability of (±)huprine X to 

revert the AChE effect on the PrP106-126 aggregation process could point appointed to 

an interaction of AChEI with the peripheral site. The study of the affinity of huperzine 

A to the AChE peripheral site suggested a lower or non interaction between AChEI 

and the peripheral site (Camps et al., 2000). In the current study the presence of 

huperzine A (1 mM) in the incubation medium with AChE and PrP106-126, did not 

induce any effect in the pro-aggregating activity of the enzyme. 

 

These preliminary data show that AChE is able to induce PrPsc aggregation in a 

similar way as has been previously described with the βA protein, therefore, it could 

be suggested that the amyloidogenic effect of AChE would probably be a general 

mechanism rather than a selective action on βA protein. 
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Fig 1. Results show the percentage of wild-type (WT) and scramble (SC) 
prion peptide PrP106-126 (1 mM), recovered in the pellet fraction (aggregated 
protein) and in the supernatant fraction (non-aggregated protein), after 72 
hours of incubation at 25ºC. Results are expressed as mean± SEM of four 
experiments performed in triplicate
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Fig 2. Results show the percentage of wild-type (WT) and scramble (SC) prion peptide PrP106-

126 (1 mM), recovered in the pellet fraction (aggregated protein) and in the supernatant 
fraction (non-aggregated protein), after 72 hours of incubation at 25ºC, in the absence and in 
the presence of 2.5 M AChE. Results are expressed as mean± SEM of four experiments 
performed in triplicate (***P< 0.001 vs pellet content of PrP106-126 WT in the absence of 
AChE; aaa P< 0.001 vs. supernatant content of PrP106-126 WT in the absence of AChE)
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Fig 3. Results show the percentage of wild-type (WT) prion peptide PrP106-126 (1 mM) recovered in the pellet 
fraction (aggregated protein), after 72 hours of incubation at 25ºC, in the presence of 2.5 µM AChE and the 
absence and in the presence of propidium iodide (0.1-100 µM), (± )huprine X (10, 100 and 1000 µM) and 
huperzine A (1000 µM). Results are expressed as mean±SEM of four experiments performed in triplicate. (**  
P< 0.01 y *  P< 0.05 vs results obtained in the presence of AChE and in the absence of propidium iodide and 
(± )huprine X, respectively).
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1. Los estudios de afinidad de la (±)huprina X sobre los receptores muscarínicos 

de tipo M1 y M2 mediante la técnica de unión de radioligandos demuestran 

que la(±)huprina X desplaza tanto la pirenzepina-[3H] como el 

quinuclinidylbenzilato-[3H] con unas Ki de rango μM mostrando una afinidad 

14 veces superior por los receptores M1. 

 

2. Los estudios funcionales realizados en ternimales colinérgicos  en corteza 

prefrontal  de rata mediante la técnica de superfusión de sinaptosomas, 

indican que la (±)huprina X tiene un efecto agonista sobre los receptores M2. 

Así mismo, y de acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios de unión 

de radioligandos, este efecto requiere concentraciones aproximadamente 10 

veces superiores a las que muestra un efecto agonista sobre los receptores M1. 
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3. Los estudios funcionales realizados en terminales dopaminergicos en tejido 

estriado de rata mediante la técnica de superfusión de sinaptosomas indican 

que: 

 

3.1. La(±)huprina X incrementa la liberación de [3H]-DA mediante un 

efecto agonista sobre los receptores M1, dado que la atropina, un 

bloqueante de los receptores muscarínicos, inhibe parcialmente este 

efecto. 

3.2. La(±)huprina X presenta un efecto agonista sobre los receptores 

nicotínicos ya que el incremento de la liberación de [3H]-DA es 

también parcialmente bloqueado la mecalmilamina, un antagonista 

de dichos receptores. 

3.3. La presencia de ambos antagonistas no revirtió por completo el efecto 

de la (±)huprina X sobre la liberación de [3H]-DA, resultados que 

indican que la (±)huprina X podría modular la liberación de este 

neurotransmisor a través de mecanismos no relacionados con los 

receptores colinérgcos. 

 

 

4. De los estudios funcionales sobre la interacción de la (±)huprina X con los 

receptores nicotínicos pudo demostrarse que: 

 

4.1. El sistema de superfusión de sinaptosomas es un método apropiado 

para el estudio de potenciación de los receptores nicotínicos tal cómo lo 

demuestran los resultados obtenidos con la galantamina y la 

fisostigmina. 

 

 

4.2. La (±)huprina X además de interaccionar directamente con los 

receptores nicotínicos, presenta un efecto potenciador sobre dichos 

receptores en presencia de ACh en terminales colinérgicos de corteza 

prefrontal de rata 
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4.3. El efecto potenciador tiene lugar a bajas concentraciones del 

neurotransmisor ACh (0.01 μM), por lo que podría ser de especial 

interés en el tratamiento sintomático de la EA. 

 

 

5.  De los estudios funcionales realizados en cortes de estriado de rata mediante 

la técnica de superfusión de cortes de tejido se desprende que: 

 

5.1. La (±)huprina X, la galantamina (ambos potenciadores de los 

receptores nicotínicos) y la huperzina A (compuesto que carece de este 

efecto) inhiben de igual modo la liberación de ACh-[3H] y que la 

presencia de atropina revierte este efecto. 

5.2. El bloqueo concomitante de los receptores muscarínicos y 

dopaminérgicos del tipo D2, puso de manifiesto un incremento en la 

liberación de la ACh-[3H] que fue superior en el caso de la (±)huprina 

X y la huperzina A comparado con el de la galantamina. 

5.3. Estos resultados sugieren que en un sistema integrado, dónde la 

liberación de ACh está sujeta a distintos moduladores, el efecto de los 

IAChE potenciadores de los receptores nicotínicos es debido a su acción 

sobre la enzima y no a su efecto sobre dichos receptores. 

 

 

6. Los estudios preliminares sobre la acción proagregante de la AChE sobre la 

PrP106-126 y su inhibición por parte de compuestos anticolinesterásicos 

demuestran que: 

 

6.1. La capacidad proagregante de la AChE, que ha sido ampliamente 

demostrada en el caso de la proteína βA, también se observa en 

presencia del péptido priónico PrP106-126. 

6.2. El hecho que el propidium, un IAChE que actúa sobre el locus periférico 

de la AChE, es capaz de bloquear el efecto proagregante de la enzima 

sobre la PrP106-126, sugiere que el mismo mecanismo implicado en la 

acción proagregante sobre la PrP106-126, puede estar relacionado con el 

descrito previamente para la proteína βA 
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6.3. La (±)huprina X bloquea parcialmente el efecto proagregante 

inducido por la AChE sobre la PrP106-126. Ello implicaría que el perfil 

farmacológico de la (±)huprina X se amplía mostrando otro efecto 

potencialmente útil para el tratamiento de la EA. 

 


