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1. Enfermedad de Alzheimer

1.1. Consideraciones generales

La enfermedad de Alzheimer (EA) es uno de los mayores problemas de salud publica
que afronta el mundo actualmente. La EA afecta a mas de 35 millones de personas a
nivel mundial, y su prevalencia va en aumento debido al rapido crecimiento de la
poblacién anciana, creando una enorme carga social y econémica.? La prevision de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es que el nimero de casos de EA se duplique
en los préximos 20 afios.® Ademas, la EA es la Unica entre las primeras 10 causas de
mortalidad sin prevencién o tratamiento.?* En 2013 los paises del G8 alcanzaron un
acuerdo para unir esfuerzos a nivel mundial con el objetivo de tratar de curar la EA
antes del afo 2050 o en su defecto desarrollar un tratamiento lo suficientemente eficaz

para frenar su avance.

La EA es la causa de demencia mas frecuente en la poblacién anciana, representando
mas de la mitad de los casos. Los sintomas de la EA consisten en un deterioro cognitivo
junto con alteraciones de la conducta de inicio insidioso y curso progresivo que
interfieren con la habilidad del sujeto de realizar las actividades de su vida diaria y que
representan un claro empeoramiento de las funciones cognitivas previamente
adquiridas.® Su presentaciéon mas frecuente es la amnésica, cursando con dificultad
para aprender y recordar nueva informacioén, pero también puede presentarse como
alteraciones del lenguaje, disfuncion ejecutiva o problemas visuoespaciales. Varias
entidades pueden imitar o solaparse con la EA dificultando su diagnéstico clinico, como
la demencia vascular,® la demencia con cuerpos de Lewy (DCLw)’ o la demencia

frontotemporal (DFT).2

En la actualidad no existe ninguna prueba que pueda confirmar el diagnéstico de EA en
vida del paciente, y su diagndstico definitivo solamente es posible mediante el examen
neuropatologico del tejido cerebral en la autopsia. El diagndstico clinico de EA se realiza
descartando otras causas de demencia con la historia clinica, exploracion fisica, analisis
de sangre, neuroimagen estructural y evaluacion neuropsicologica. No obstante, la
precision de estas pruebas es subdptima. Un estudio clinico-patolégico en mas de 900
casos demostro que casi un 30% de pacientes diagnosticados clinicamente como EA no

cumplian criterios de EA en la autopsia, y un 40% de los pacientes diagnosticados
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clinicamente como demencias distintas a la EA tenian de hecho un diagnéstico

postmortem de EA.°

La aparicion de nuevos biomarcadores para la deteccion de las lesiones
neuropatoldgicas caracteristicas de la EA (agregados de proteina tau y amiloide) en vida
del paciente mediante el analisis del liquido cefaloraquideo (LCR)" y la neuroimagen
con tomografia por emisién de positrones (PET)'" ' ha supuesto una revolucién en el
campo de la investigacion y el diagnéstico de la EA. Estos biomarcadores permiten
identificar patologia tipo Alzheimer en sujetos cognitivamente sanos o con minimo
deterioro cognitivo antes de que desarrollen demencia, siendo éste el momento ideal
para la aplicacién de potenciales terapias modificadoras de la enfermedad, antes de que

ocurra una disfuncion sinaptica y pérdida neuronal irreversibles.

1.2. Fisiopatologia de la EA

Las caracteristicas neuropatoldgicas distintivas de la EA incluyen dos tipos de lesiones
principales: los ovillos neurofibrilares (ONFs), agregados intraneuronales de proteina tau
hiperfosforilada, y las placas amiloideas, depdsitos extraneuronales de la proteina f3-

amiloide (AB)."*"® Estas lesiones se acompafian frecuentemente de astrogliosis,'® "’

activacion de la microglia™® "

y depdsitos de AB en los vasos en forma de angiopatia
amiloide cerebral (AAC).?° Existe también un dafio sinaptico en fases precoces de la
enfermedad asociado a degeneracion retrégrada de axones y dendritas, que finalmente

conduce a la muerte neuronal.?'*

1.2.1. La proteina tau

Tau es una proteina asociada a los microtubulos cuya funcién es esencial para la
estabilidad neuronal y el transporte axonal de nutrientes. En su forma nativa, tau esta
fosforilada y no plegada, y se localiza principalmente en los axones de las neuronas,
donde se une a los microtubulos y los estabiliza. Los microtubulos constituyen el
citoesqueleto neuronal, y su funcién es critica para mantener la integridad estructural de
la neurona y para transportar nutrientes desde el soma hacia los axones y las terminales

sinapticas.”?’ La habilidad de tau para unirse a los microtiibulos esta regulada en parte
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por sus modificaciones postranslacionales, incluyendo la fosforilacién, glicosilacion,

glicacién, ubiquitinacion y nitracion.? %

El gen de tau MAPT (proteina tau asociada a los microtubulos, por sus siglas en inglés)
esta localizado en el cromosoma 17 (17921.1) y contiene 13 exones. El gen MAPT es
sometido a un splicing alternativo de los exones 2, 3 y 10, generandose 6 isoformas
distintas.?® El exén 10 codifica para una de las cuatro secuencias conservadas de 32
aminoacidos del dominio de union a microtubulos del gen. La tau que incluye el exon 10
tiene 4 repeticiones (4R) en el dominio de unién a microtubulos, mientras que la tau que
excluye el exdn 10 tiene 3 repeticiones (3R).* *' Un cerebro adulto sano contiene un
numero similar de 3R y 4R, aproximadamente el doble de cantidad en la corteza que en
la sustancia blanca y el cerebelo.? También existen insertos de aminoéacidos variables
en la parte terminal (N) del gen de tau, formandose 6 isoformas que se indican como
2N4R, 2N3R, 1N4R, 1N3R, ON4R, ON3R (Figura 1).

Figura 1. Representacion esquematica de las seis isoformas de tau®

Exens @ 1234 4256 78 9 10 111213 14
Figura 1 (izquierda). En esta
representacion esquematica se
muestran las seis isoformas de tau en
humanos. Las regiones comunes en
todas las isoformas se muestran en azul
y las regiones que sufren el splicing
alternativo en rojo, verde y amairillo,

I respectivamente (exones 2, 3y 10). Los
dominios de unién a microtubulos estan
indicados como barras negras. También
se indican el nUmero de aminoacidos de
cada isoforma (a la derecha)

12 4R

C

En la EA tau sufre una hiperfosforilacion endégena que dificulta su unién a los
microtubulos, disminuyendo la estabilidad de éstos y dando lugar a una afectacion del
transporte axonal, lo que conduce a una disfuncién neuronal y finalmente a la muerte
neuronal.®** * Tau se traslada desde el axdn, su localizacién en la forma nativa, hasta el
compartimento somatodendritico de las neuronas por transporte axonal retrégrado.*®
Tau sufre un cambio conformacional pasando de ser un bucle a hoja plegada 3, similar

a la de la proteina amiloide,* y esto promueve su agregacion en forma de inclusiones
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filamentosas intracelulares. Los mecanismos que conducen a estos fendmenos de

hiperfosforilacién, plegamiento anémalo y agregacion no son bien conocidos.

Los agregados de tau en la EA se hallan mayoritariamente en forma de filamentos de
hélices apareadas (PHF, por sus siglas en inglés) formando ONFs (Figura 2). Los PHF
son fibrillas con un diametro de 8-20 nm que se unen formando pares con una
conformacion tridimensional y una periodicidad de las vueltas de aproximadamente 65
nm.**3° Una pequefia proporcién de los ONFs en la EA se halla en forma de filamentos
rectos (FR).*° Los ONFs contienen las dos isoformas de tau (3R+4R) con una ratio de
aproximadamente 1,*' y se clasifican en tres estadios segtin su morfologia: (1) ONFs
difusos o pre-ONFs, visibles como una tincién anti-tau difusa o puntillada en el
citoplasma de una neurona de apariencia normal, (2) ONFs maduros o fibrilares,
agregados filamentosos de tau en el citoplasma de las neuronas que desplazan el
nucleo hacia la periferia y pueden extenderse hacia las dendritas y la parte proximal del
axon, y (3) ONFs fantasma, tras la muerte de la neurona de la que formaban parte,

identificables por la ausencia de tincién del ndcleo y citoplasma.*?**

En la EA, los ONFs estan acompanados invariablemente de hilos de neurdpilo,
resultado de la desintegracién de las dendritas y axones de las neuronas.** *¢
Adicionalmente, agregados de tau-PHF en la EA también se encuentran rodeando a las

placas neuriticas en forma de neuritas distréficas (Figura 2).4> 4748

El depdsito de tau en la EA es capa-especifico, y ocurre preferentemente en las capas
Iy V de la corteza. Especificamente, en la capa V tau se encuentran mayoritariamente
ONFs e hilos de neurdpilo, mientras que en la capa lll predominan las neuritas

distroficas.*®
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Figura 2. Patologia tau en la EA

Figura 2 (izquierda).
Microfotografias de
tejido de la corteza
temporal de un caso
con EA tefido con el
anticuerpo PHF-1.
Distribucion de
patologia tau-PHF
en las capas de la
corteza temporal
(A), ONFs (B) y
neuritas distréficas
rodeando a placas
neuriticas (C). Barra
=100 pym (A), 20 ym
(B), 50 pm (C).

El depdsito regional de las lesiones neurofibrilares (ONFs e hilos de neurdpilo) en la EA
sigue un curso estereotipico y predecible, y su distribucion espaciotemporal fue descrita
en los estadios de Braak (Tabla 1, Figura 3).*> °° En fases presintomaticas, los ONFs se
forman en la corteza transentorrinal (estadios Braak | y Il) y desde alli se expanden
hacia areas limbicas cuando los problemas de memoria son ya evidentes (estadios Ill 'y
IV), alcanzando la corteza asociativa en fase de demencia severa (estadios V y VI). La
progresion regional de los ONFs en la EA se extiende a lo largo del curso de la
enfermedad, y se asocia a disfuncion sinaptica, activacién glial y finalmente pérdida
neuronal, causando un progresivo deterioro cognitivo como resultado.? *'** Braak et al.
también report6 en estudios de autopsia el hallazgo ocasional de ONFs en cerebros de

adultos jovenes sin deterioro cognitivo.*®

Tabla 1. Estadios de Braak para las lesiones neurofibrilares en la EA®" >

Estadio transentorrinal Braak I: transentorrinal (perirrinal) y entorrinal
Braak Il: CA1 del hipocampo
Estadio limbico Braak IlI: subiculo del hipocampo
Braak IV: amigdala, talamo, claustro
Estadio isocortical Braak V: areas asociativas
Braak VI: cortezas primarias motoras y sensoriales, corteza visual primaria
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Figura 3. Progresion regional de las lesiones neurofibrilares en la EA segun los estadios de Braak®®

Transentorrinal (I-11) Limbico (llI-1V) Isocortical (V-VI)
Figura 3 (izquierda). Patron de
distribucién de las lesiones
neurofibrilares (ONFs e hilos de
neurdpilo) en la EA en seis
estadios: los estadios | y Il
muestran patologia en una sola
capa de la region
transentorrinal; en los estadios
I1I-IV hay una afectacion severa
de las capas entorrinal y
transentorrinal; en los estadios
V-VI hay una marcada
destruccion isocortical. La
densidad del color indica la
severidad de los cambios
neurofibrilares.

1.2.2. La proteina B-amiloide

La proteina amiloide es un péptido de 40 a 42 aminoacidos derivado de la proteina
precursora del amiloide (PPA) tras su fragmentacién secuencial por las enzimas

secretasas By Y en las neuronas.”’

Las placas de B-amiloide son uno de los componentes esenciales en el diagndstico
neuropatolégico de la EA junto a los agregados de tau.”® Son estructuras
extraneuronales y se clasifican en densas o difusas basandose en su morfologia y en su
tincion con Rojo Congo o Tioflavina-S. Las placas densas son depésitos fibrilares de
amiloide, predominantemente en forma de AB,,, que se tifien con Rojo Congo y
Tioflavina-S (Figura 4A). Tipicamente se encuentran rodeadas de neuritas distréficas
(placas neuriticas), astrocitos reactivos y microglia activada.'” **® Este tipo de placas
se asocia a pérdida sinaptica y deterioro cognitivo y forma parte de los criterios CERAD
(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease) para el diagnéstico
neuropatolégico de la EA.?! Las placas difusas, por otro lado, son depésitos amorfos de
amiloide de contornos mal definidos que no se tifien con Rojo Congo ni Tioflavina-S
(Figura 4B). Normalmente son no neuriticas y no se asocian con respuesta glial ni
pérdida neuronal. Las placas difusas no se consideran en los criterios neuropatolégicos
de la EA ya que son un hallazgo relativamente comudn en poblacion anciana

cognitivamente sana.®* %
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Figura 4. Patologia AB en la EA
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Figura 4 (arriba). Lesiones formadas por agregados de proteina B-amiloide en la corteza occipital en un
caso de EA: placas densas (A), placas difusas (B) y depdsitos de AB en la pared de vasos en forma de
AAC (C). Barras = 50 pym.

Los criterios CERAD®' para el diagndstico neuropatolégico de EA consisten en un
contaje semicuantitativo de la frecuencia de placas neuriticas Unicamente (no placas
difusas) en las regiones mas severamente afectadas de la neocorteza, usando la tincion
de Bielchowsky modificada o la Tioflavina-S. La puntuacién del contaje se resume en “0”
(ausentes), “A” (escasas), “B” (moderadas) y “C” (frecuentes). Esta puntuacion se
integra con la informacion clinica del sujeto (ausencia o presencia de demencia) y la
evaluacién de otros hallazgos neuropatoldgicos para determinar el nivel de certeza del
diagndstico patolégico de EA, en términos de “posible EA”, “probable EA” y “EA

definitiva”, en comparacion con el “cerebro normal” (Tabla 2).

Tabla 2. Estadios CERAD para placas neuriticas®’

Frecuencia de placas neuriticas:
0: ausentes
A: escasas
B: moderadas
C: frecuentes

Niveles de certeza del diagndstico patoldgico de EA:
Cerebro normal Ausencia de evidencia histolégica de EA
(puntuacion “0” para placas neuriticas ) +
ausencia de historia clinica de demencia +
ausencia de otras lesiones neuropatoldgicas que
puedan causar demencia

o}
Puntuacion “A” para placas neuriticas + ausencia
de historia clinica de demencia

o
Historia de demencia + ausencia de lesiones

neuropatolégicas que puedan causar demencia
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EA definitiva Puntuacion “C” para placas neuriticas + historia
clinica de demencia + presencia o ausencia de
otras lesiones neuropatoldgicas que puedan

causar demencia

EA probable Puntuacion “B” para placas neuriticas + historia
clinica de demencia + presencia o ausencia de
otras lesiones neuropatoldgicas que puedan

causar demencia

EA posible Puntuacion “A” para placas neuriticas + historia
clinica de demencia + presencia o ausencia de
otras lesiones neuropatolégicas que puedan
causar demencia

o
Puntuaciones “B” o “C” para placas neuriticas y
ausencia de manifestaciones clinicas de

demencia

La distribucion cerebral de las placas B-amiloideas en la EA es variable entre individuos,
a diferencia de la progresion regional estereotipica de los agregados de tau, pero se
cree que su depdsito empieza en las regiones frontales inferiores y corteza cingulada, y
desde alli se extiende a la neocorteza.*® Thal et al. describié 5 fases de la progresion
descendente de los depdsitos de B-amiloide en el cerebro, que pueden resumirse en
tres estadios: 1 o isocortical, 2 o limbico/alocortical y 3 o subcortical. (Figura 5 y Tabla
3). Los depdsitos de amiloide se encuentran normalmente homogéneamente
distribuidos en todas las capas de la corteza, en comparacion con la distribucion capa-

dependiente de los ONFs.

Figura 5. Fases de Thal de distribucion de lesiones 3-amiloide en la EA%

Figura 5 (pagina anterior). Distribucién espacio-temporal de las lesiones (-amiloide en el cerebro segun
las fases de Thal. La fase 1 se caracteriza por depdsitos solo en la neocorteza; la fase 2 por depdsitos
adicionales alocorticales; la fase 3 por depdsitos adicionales en los nucleos del diencéfalo y el estriado;
la fase 4 por depdsitos adicionales en varios nucleos en el mesencéfalo; y la fase 5 por depdsitos
adicionales en el cerebelo y la protuberancia.
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Tabla 3. Fases de Thal de distribucion de lesiones B-amiloide en la EA*

Estadio 1 (Isocortical) Fase Thal 1: depdsitos de 3-amiloide isocorticales

Estadio 2 (limbico o Fase Thal 2: depdsitos de B-amiloide adicionales en areas alocorticales
alocortical) (corteza entorrinal, hipocampo, amigdala, insula, corteza cingular)

Estadio 3 (subcortical) Fase Thal 3: depdsitos de 3-amiloide adicionales en nucleos
subcorticales (estriado, nucleos colinérgicos del I6bulo frontal basal,
talamo, hipotalamo) y la sustancia blanca

Fase Thal 4: depdsitos de B-amiloide adicionales en el mesencéfalo
(nucleo rojo, sustancia negra, formacion reticular de la medula oblongata,
coliculos superior e inferior)

Fase Thal 5: depdsitos de 3-amiloide adicionales en la protuberancia
(formacion reticular, nucleo del raphe, locus coeruleus) y en la capa
molecular del cerebelo

La proteina B-amiloide también suele hallarse en la EA como AAC en forma de
depdsitos predominantemente de AB4o en la tunica media de los vasos leptomeningeos
y en capilares, arteriolas y arterias de mediano tamafio en la corteza cerebral (Figura
4C)-20, 65

El acimulo de placas de B-amiloide en el cerebro de los pacientes con EA ocurre
lentamente y precede en 1-2 décadas a la aparicion de cambios neurodegenerativos y
de deterioro cognitivo. Los niveles de AR alcanzan una fase de plateau antes del inicio
de la disfuncion cognitiva, y no se correlacionan significativamente con los sintomas

cognitivos.®%®

1.3. Criterios neuropatolégicos para el diagnéstico de la EA

Los nuevos criterios de consenso para el diagndstico neuropatolégico de la EA fueron
publicados en 2012°® y representan una revision de los criterios del National Institute of

Aging / Reagan Institute (NIA-Reagan) de la Alzheimer’s Association de 1997.%°

Estos nuevos criterios proponen clasificar los cambios neuropatolégicos de 3
parametros (amiloide,* Braak®® °® y CERAD®") para finalmente obtener una puntuacién
llamada “ABC” (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacién ABC de los cambios neuropatolégicos de la EA®®

A. Puntuacién de placas B-amiloide (modificado de Thal et al.”*)
A0 ausencia de AB o de placas amiloideas
A1 FasesThal1o02
A2 Fase Thal 3
A3 FasesThal4o05
B. Estadio de ONFs (modificado de de Braak™™").
B0 Ausencia de ONFs
B1 Estadios de Braak | o Il
B2 Estadios de Braak lll o IV
B3 Estadios de Braak V o VI
C. Puntuacién de placas neuriticas (modificado de CERAD"")
CO0 ausencia de placas neuriticas
C1 puntuacion CERAD: escasas
C2 puntuacion CERAD: moderadas
C3 puntuacion CERAD: frecuentes

Empleando este sistema, la puntuaciéon ABC puede transformarse en uno de los 4

L]

niveles de cambios neuropatolégicos de EA: “no”,

bajo”, “intermedio” o “alto” (Tabla 5).
Niveles “intermedios” o “altos” de cambios neuropatoloégicos de EA se consideran

suficiente explicacion neuropatoldgica para la demencia en un individuo.

Tabla 5. Niveles de cambios neuropatolégicos de la EA%®

B: puntuacion de ONFs
(estadios de Braak®® %)
A: puntuacién de AB o | C: puntuacion de placas neuriticas B0 o B1 B2 (11l/IV) B3 (V/VI)
placas amiloideas (CERAD®") (no o I/11)
(fases Thal®)
A0 (0) CO0 (no) No No No
A1 (1/2) CO0 (0) o C1 (no o escasas) Bajo Bajo Bajo
C2 o C3 (moderadas a frecuentes) Bajo Intermedio Intermedio
A2 (3) Cualquier C Bajo Intermedio Intermedio
A3 (4/5) CO0 (0) o C1 (no o escasas) Bajo Intermedio Intermedio
C2 o C3 (moderadas a frecuentes) Bajo Intermedio Alto

2. Taupatias distintas a la EA

2.1. Consideraciones generales

La presencia de agregados de proteina tau hiperfosforilada en el cerebro es una de las
caracteristicas distintivas de la EA, pero también de otras entidades neurodegenerativas
llamadas globalmente taupatias.®® ">"? En este grupo se incluyen, aparte de la EA,

formas de demencia frontotemporal (DFT) como la enfermedad de Pick (EPi),” la
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paralisis supranuclear progresiva (PSP),” la degeneracién corticobasal (DCB)" y varias

formas hereditarias asociadas a mutaciones del gen MAPT en el cromosoma 17,78 entre

otras. A pesar de tener algunas similitudes inmunohistoquimicas, estas entidades se

distinguen por sus manifestaciones clinicas, el tipo de lesiones neuropatoldgicas, la

localizacién de los agregados de tau en el cerebro, el nUmero de repeticiones del

dominio de unién a microtubulos de tau (3R vs 4R) y las caracteristicas

ultraestructurales de los agregados de tau (Tabla 6 y Figura 6).

Tabla 6. Caracteristicas de algunas taupatias

Entidad Manifestaciones Tipo de lesiones | Localizacion de | Numero de Caracteristicas
clinicas neuropatoldgicas | los agregados repeticiones ultraestructurales
de tau de dominio de los filamentos
de unién a de tau
microtUbulos
de tau
EA Deterioro ONF, placas AB | Progresion 3R=4R PHF (10-20 nmg
progresivo de neuriticas, temporal >>FR (15 nm)7
memoria a corto distrofias estereotipica:
plazo, lenguaje, neuriticas® corteza
funciones entorrinal -
ejecutivas y corteza limbica
visuoespaciales5 - neocorteza®
EPi Variable: Cuerpos de Pick, | Hipocampo, 3R>4R FR (15 nm) >>
alteraciones de la | neuronas fascia filamentos
conducta; afasia acromaticas dentada’® torcidos (15-30
progresiva hinchadas’® nm)’®
primaria; amnesia
PSP Sindrome de Ovillos globosos, | Ganglios 4R >3R FR (15 nm) >>
Richardson: astrocitos “en basales, infrecuentes
inestabilidad penacho”, sustancia filamentos
postural con cuerpos negra, nucleo torcidos (15-30
caidas hacia espirales®’ subtalamico®’ nm)®
atras, rigidez
axial, bradicinesia,
oftalmoplejia de la
mirada vertical,
disartria,
disfagia.80
DCB Variable: Placas Neocorteza, 4R > 3R FR >>
sindrome astrociticas, ganglios filamentos
corticobasal; PSP- | cuerpos basales, torcidos (15-30
like; afasia espirales, talamo® nm)%®
progresiva neuronas
primaria83 hinchadas, hilos
de neurc')pilo84
Taupatias Variable: cambios | Variable segun Capas Variable Variable segun la
hereditarias | de personalidad, la mutacion. superficiales de | segun la mutacion (ej.
asociadas a | deterioro cognitivo la corteza mutacion (ej. | P301L: FR;
mutacion en | y sintomas frontal y P301L: 4R; R406W: PHF)
el extrapiramidales. temporal, R406W:
cromosoma ganglios 3R+4R).
17 basales
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Figura 6. Ultraestructura de los filamentos de tau en las distintas taupatias’'
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I M 16-18 nm
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Figura 6 (arriba). (A): Esquema de la ultraestructura de los filamentos de tau en distintas taupatias: PHF en
la EA (AD), FR en la PSP, DCB (CBD=y EPi (PiD). (B): Microfotografia de microscopia electronica de un
caso con EA mostrando PHF y FR (SF). Las flechas muestran los giros en los PHF. Barra = 50 nm.

2.2. Taupatias: entidades diagnésticas

2.2.1. Enfermedad de Pick

La EPi forma parte de un grupo heterogéneo de entidades que cursan con disfuncion de

|'86

los I6bulos frontal y temporal.”™ Sus manifestaciones clinicas dependen de la region

cerebral mas afectada e incluyen alteraciones de la conducta,® afasia progresiva

88, 89

primaria (APP) agramatica o no fluente, amnesia,®’ lesién de motoneurona

superior® y apraxia progresiva de las extremidades.®’

Macroscopicamente existe una marcada atrofia de las cortezas frontal y temporal
anterior. Sus caracteristicas histopatoldgicas incluyen una pérdida neuronal severa,
espongiosis, gliosis, neuronas hinchadas vy las tipicas inclusiones intraneuronales
argirofilicas llamadas cuerpos de Pick (CPi, Figura 7).”® Los CPi se localizan
preferentemente en las neuronas de las capas Il y VI de la neocorteza, en las células
granulares del giro dentado y en las neuronas piramidales del hipocampo, subiculo y

corteza entorrinal. El mayor componente de los CPi es la tau hiperfosforilada.
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Figura 7. Patologia tau en la EPi

» Figura 7
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Tau en los CPi adopta una ultraestructura de filamento recto (FR) de 10-15 nm de ancho
predominantemente, aunque también se han observado filamentos similares a los PHF
de 10-30 nm de ancho con vueltas cada 130-160 nm.*? La isoforma exclusiva de tau en

la EPi segtin su nimero de dominios de unién a microtubulos es 3R.%

2.2.2. Paralisis supranuclear progresiva

La PSP es el sindrome parkinsoniano mas comun tras la Enfermedad de Parkinson. Su
presentacion clinica clasica es el Sindrome de Steele-Richardson-Olszewski,
caracterizado por inestabilidad postural con frecuentes caidas hacia atras, rigidez axial,
bradicinesia sin respuesta a L-Dopa, disartria, disfagia, paralisis seudobulbar y deterioro
cognitivo de tipo subcortical.” 8 También se han descrito casos que se manifiestan
como DFT,* APP no fluente y apraxia del habla® y acinesia pura con congelacion de la

marcha.®

Las regiones cerebrales mas afectadas en la PSP son los ganglios basales, la sustancia
negra en el mesencéfalo y el ntcleo subtalamico.?’ Macroscépicamente existe una
atrofia marcada del mesencéfalo con dilatacion del acueducto, junto con atrofia del
pedunculo cerebeloso superior y del nucleo subtalamico. Histopatoldgicamente, se
observan inclusiones de tau en las neuronas en forma de ONFs globosos e hilos de
neurdpilo, asi como en las células gliales, tanto en los astrocitos (astrocitos “en
penacho”) como en los oligodendrocitos (cuerpos espirales, Figura 8).°” * También
existe una marcada peérdida neuronal y gliosis en el nucleo subtalamico, el globo palido,

el talamo ventral y el nucleo dentado del cerebelo.
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Ultraestructuralmente, la mayoria de tau en la PSP se encuentra en forma de FR (15-20
nm de ancho), junto con infrecuentes filamentos torcidos.?? La PSP se considera una

taupatia 4R segun el nimero de dominios de unién a los microtubulos de tau.*

Figura 8. Patologia tau en la PSP
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Figura 8 (arriba). Diversas lesiones formadas por agregados de tau en la PSP en el tdlamo (A),
incluyendo cuerpos espirales en los oligodendrocitos (B), hilos de neurdpilo (C), astrocitos “en penacho”
(D) y ovillos globosos (E). Barras = 50 um (A), 20 um (B-E).

2.2.3. Degeneracion corticobasal

La DCB es una entidad muy poco frecuente, y sus caracteristicas clinicas, bioquimicas y
genéticas se solapan con las de la PSP, aunque se consideran entidades distintas
neuropatolégicamente.” '®° La presentacion clinica de la DCB es muy variable y
depende de la localizacion de la atrofia cortical y los agregados de tau. Se han descrito
casos de sindrome corticobasal,’' sindromes parecidos a la PSP,'% DFT'® y APP no

fluente.'%*

La patologia de la DCB afecta la corteza cerebral, los ganglios basales y en menor
medida la sustancia negra en el mesencéfalo.'® Macroscépicamente se observa una
despigmentacion de la sustancia negra y una atrofia asimétrica de las cortezas frontal y
parietal. Existe una pérdida neuronal con espongiosis y gliosis. Los filamentos de tau
hiperfosforilada se encuentras en las neuronas y también en las células gliales, tanto en
los astrocitos (con las lesiones caracteristicas de la DCB llamadas placas astrociticas)

como en los oligodendrocitos (formando cuerpos espirales). Las inclusiones tau
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positivas en los hilos de neurépilo son muy abundantes tanto en la corteza como en la

sustancia blanca (Figura 9).

Figura 9. Patologia tau en la DCB

) 5 "7 B
A - o r’ “®
R S S . "
- S / \
. N b BT
P
- ~ . ’ ~ f: wale
I
' -
p A, g & ‘. ,;~—.“,.~ y
J o8, - > MY .\;_
. - L Y ’ SAN e
: A, -
o 5\ — . B
- . 4
Y. - s
/. pt . . R
{ / *
- » ) .
of ” - o -
V ’ D
) A o | o -
- -~
- " -y -
’ - v W e Ty
- - - A
- - " - v AT ) .
L> A - :
¢ - . L
- v - , ] . 2
. 3 »
[ .
g - - _— - —

(D) e hilos de neurdpilo (E). Barras = 50 um (A). 20 um (B-E).

Figura 9 (arriba). Diversas lesiones formadas por agregados de la proteina tau en la DCB en
el globo palido (A), incluyendo placas astrociticas (B), cuerpos espirales (C), ovillos globosos

En la DCB tau adopta predominantemente la ultraestructura de FR, aunque también

existen algunos filamentos parecidos a los PHF.'® La CBD se considera una taupatia

4R

2.2.2.4. Taupatias hereditarias asociadas a mutaciones en el cromosoma 17

Las DFT asociadas a una mutacién del gen MAPT en el cromosoma 17 (DFT-17) son un

grupo de sindromes de herencia autosdmica dominante que cursan con caracteristicas

clinicas y neuropatolégicas distintivas pero que a su vez se solapan con frecuencia.”

Hasta la fecha se han descrito mas de 25 mutaciones patogénicas en el gen MAPT en

un gran nimero de familias con DFT-17."%

Neuropatolégicamente las DFT-17 cursan con la presencia de abundante patologia

filamentosa formada por tau hiperfosforilada en las neuronas y células gliales. Existe

una pérdida neuronal severa, con gliosis astrocitica y espongiosis, mas pronunciada en

las capas superficiales de las cortezas frontal y temporal, mientras que los ganglios

basales son las estructuras profundas mas afectadas.'®® '
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Aquellas mutaciones en el exén 10 (E10) y en el intrén posterior al E10 causan lesiones
qgue son bioquimica y estructuralmente distintas a aquellas causadas por las mutaciones
fuera del E10. Estas ultimas (ej. mutacion R406W) estan formadas por las 6 isoformas
de tau,""" mientras las lesiones derivadas de las primeras (ej. mutaciéon P301L)
solamente estan compuestas por 4R. Asimismo, mientras que algunas mutaciones dan
lugar a lesiones ultraestructuralmente indistinguibles a las de la EA,""? otras son mas

parecidas a las de la EPi"** 0 a las de la DCB."™

El fenotipo clinico del los individuos con DFT-17 también es muy variable, presentando
manifestaciones que van desde la DFT (EPi, PSP o DCB) hasta una degeneracion
multisistémica. Algunas mutaciones pueden causar un fenotipo clinico diferente en

5 & incluso en diferentes miembros de una misma familia.''® En

distintas familias,
general, se caracterizan por cambios de personalidad, sintomas motores y deterioro
cognitivo. Los sintomas de presentacidon suelen ser desinhibicién, pérdida de iniciativa,
conductas obsesivo-compulsivas y psicosis. Estos van seguidos de un deterioro
cognitivo progresivo que culmina en demencia, mientras que los sintomas

extrapiramidales suelen ocurrir en fases avanzadas.

3. Biomarcadores en la EA y otras demencias

3.1. Consideraciones generales

Un biomarcador es una caracteristica biolégica que puede medirse objetivamente y sirve
de indicador de un proceso biolégico normal, de un proceso fisiopatoldgico o de una

respuesta a una intervencion terapéutica.'"’

En la actualidad disponemos de varios tipos de biomarcadores para la EA, tanto de

neuroimagen estructural (cuantificacion volumeétrica de la atrofia cerebral en la

"8 como funcional (tomografia con emisién de

120

resonancia magnética nuclear (RMN)
positrones (PET) con marcadores de glucosa,'"® amiloide'®® y mas recientemente de
tau''), asi como medidas de tau y AB en liquido cefaloraquideo (LCR)."° La
cuantificacion de los niveles de estos biomarcadores en multiples sujetos ancianos
cognitivamente sanos y pacientes en distintas fases del deterioro cognitivo ha permitido
definir la secuencia temporal de las alteraciones bioldgicas subyacentes a la EA y crear

modelos que permiten integrar las distintas trayectorias de los biomarcadores,
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posibilitando un mejor entendimiento de las relaciones temporales entre ellos y con la

aparicion posterior del deterioro cognitivo (Figura 10).%% 67 1%

Figura 10. Modelo de alteracion temporal de los biomarcadores de la EA'?
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3.2. Utilidad de los biomarcadores en la EA

Las guias del NIA-AA Working Group enfatizan el concepto de EA como un espectro o
continuo de enfermedad,'® idea que es consistente con la presencia de cambios
fisiopatoldgicos en el cerebro mucho tiempo antes del inicio de los sintomas y el
desarrollo de demencia. Multiples estudios de neuroimagen con PET-amiloide y analisis
de LCR en portadores asintomaticos de mutaciones autosémicas dominantes en formas
familiares de la EA, ancianos cognitivamente sanos y portadores del alelo APO E €4 han
permitido detectar la presencia de AR 15-20 afios antes del inicio de la demencia,'*'*° y
también se conoce por estudios de autopsia que la acumulacion de ONFs en el I6bulo
medial temporal es muy comun a partir de los 60 afios.”® Esta larga fase prodrémica
asintomatica de la EA es el momento ideal de actuacion para las terapias modificadoras

de la enfermedad,'®

y es durante este periodo cuando los biomarcadores ofrecen una
gran oportunidad para poder diagnosticar, estadiar y seguir la progresion de la
enfermedad, asi como para seleccionar a los candidatos adecuados para los ensayos
clinicos. Los biomarcadores también sirven ara comprender mejor las relaciones

causales entre las distintas patologias que ocurren en la EA.
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El screening de los candidatos para ensayos clinicos de terapias modificadoras de la EA
con biomarcadores es esencial. Recientemente un estudio puso en evidencia que un
25% de los pacientes con sospecha clinica de EA leve-moderada incluidos en dos
ensayo clinicos (con Solanezumab y Bapinezumab, ambos anticuerpo monoclonales
contra AB) tenian una PET-amiloide negativa, indicando que no padecian EA y
cuestionando si el fracaso del ensayo clinico fue debido a la ineficacia del farmaco o a la

inclusion de sujetos inadecuados.'?” 1%

La prevencion secundaria en la EA incluye aquellas intervenciones terapéuticas en
individuos cognitivamente normales con evidencia de que el proceso de la enfermedad
ya se ha iniciado en su cerebro y tiene como objetivo prevenir la aparicion de los
sintomas y la progresion a la fase sintomatica de la EA. Aunque la mayoria de estos
ensayos clinicos de prevencion secundaria se disefiaron para incluir individuos con
riesgo genético de EA (portadores asintomaticos de mutaciones en los genes PPA,
PSEN1 y PSEN2),'® % otros estan enfocados a poblacién anciana cognitivamente
sana que tiene un riesgo elevado de desarrollar deterioro cognitivo en el futuro basado
en la positividad de sus biomarcadores para la EA. Uno de los ensayos de prevencion
secundaria mas importantes en la actualidad, el ensayo A4 (Anti-Amyloid Treatment in

131 esta evaluando la eficacia Solanezumab como

Asymptomatic Alzheimer’s Disease),
prevencion del deterior cognitivo en individuos cognitivamente sanos de 65-85 afios de
edad con biomarcadores de amiloide positivos. Los candidatos a entrar en el ensayo
deben realizarse PET-amiloide, RMN estructural y funcional y cuantificacion de tau y AB
en LCR (recientemente se afiadié la realizacién de PET-tau en un subgrupo). La
evaluacién de los resultados se realiza valorando el cambio en una medida global de
cognicion con el tiempo, aunque también se comparan los cambios longitudinales en la
retencién in vivo de amiloide y tau en la PET entre el grupo que recibio tratamiento vs el

grupo placebo.

3.3. Cuantificacion de tau total, tau fosforilada y B-amiloide en LCR

Los pacientes con DCL y demencia debido a EA muestran niveles reducidos de AB,,'*?

|133 )134

y niveles elevados de tau total *° y tau fosforilada (tau-p) ** en el LCR en comparacion
con sujetos cognitivamente sanos. Este perfil se ha denominado la firma biolégica de la

EA en LCR, y tiene una sensibilidad y especificidad de aproximadamente un 85-95%
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para diferenciar pacientes con EA de controles sanos.'® '** Esta combinacién de
biomarcadores ha sido aceptada como evidencia in vivo de la patologia Alzheimer, y ha
sido incorporada en los nuevos criterios diagnésticos del National Institute of
Neurological Disorders and Stroke, Alzheimer’s and Related Disorders como
caracteristica de apoyo en el diagnéstico de la EA."® En la préactica, se usan indices que
correlacionan los tres parametros (AB4., tau total y tau-p) que tienen un mejor

rendimiento diagndstico que cada uno de ellos por separado.’

Los niveles de AB42 en LCR en pacientes con EA estan reducidos en un 50% respecto
a los de controles sanos."® Existe una correlacion inversa entre los niveles de AB4,en
LCR y el nimero de placas seniles en la autopsia,'*® asi como la captacion in vivo de
amiloide fibrilar en la PET.'® La concentracién de AB4, en el LCR, por otro lado, no varia
en la EA respecto a controles sanos.™ La disminucion de AB4> en LCR no es especifica
de la EA y se ha demostrado también en el traumatismo craneoencefalico grave,'*?
lupus eritematoso sistémico,'*® uso de ciertos anestésicos,'** demencia asociada al
VIH,™ atrofia multisistémica (AMS),"*® AAC™" y leucoencefalopatia vascular
subcortical.™® Los niveles de AB4, en LCR tienen una oscilacion circadiana, por lo que

es importante a tener en cuenta la hora en la que se realiza la puncién lumbar."*

En la EA los niveles de tau total en LCR estan aumentados en un 300% Y los de tau-p
en un 200% respecto a los de controles sanos.’® La elevacion de tau total en el LCR es

muy sensible (alrededor de un 90%)'*°

pero poco especifico, ya que también ocurre tras
un ictus,’’ traumatismo craneoencefalico,*? demencia con cuerpos de Lewy'* y
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob." La tau-p que suele detectarse en la mayoria de
ensayos de ELISA disponibles esta fosforilada en al menos la posicién treonina 181™* y
aporta mas especificidad que la tau total en el diagnéstico diferencial de la EA."®
Concentraciones mas elevadas de tau total y tau-p se asocian a enfermedad mas

avanzada y a una progresién mas rapida de la misma."*®

La firma biolégica de la EA en el LCR también es capaz de discriminar la EA de otras
demencias, especialmente las DFT, con una sensibilidad y especificidad mayor del
70%."" Por otro lado, la demencia vascular,'® demencia asociada a la enfermedad de

159

Parkinson o DCLw ™ no son claramente distinguibles de la EA por el perfil de

biomarcadores en LCR.
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3.4. Neuroimagen con tomografia por emision de positrones (PET)

3.4.1. Consideraciones generales

La PET es una técnica de imagen no invasiva que usa la sefial de moléculas marcadas
con isétopos emisores de positrones para visualizar y medir in vivo procesos

bioquimicos de la biologia humana.

Los tomégrafos o camaras de PET adquieren imagenes en 2D o 3D en forma de
estudios estaticos o dinamicos y reconstruyen imagenes volumétricas con una muy
buena resolucion. El procesamiento informatico permite el coregistro y fusion de las
imagenes de PET con imagenes de tomografia computarizada (TC) o de RMN para una

mejor evaluacion de las estructuras anatémicas subyacentes.

Los radiois6topos emisores de positrones mas empleados en la PET ([C-11], [N-13], [O-
15] y [F-18]) son producidos en un ciclotrén y la mayoria tienen un periodo de
semidesintegracion muy corto ([C-11] 20 min, [N-13] 10 min, [O-15] 2 min) por lo que su
uso esta limitado exclusivamente a los centros que disponen de un ciclotron propio. El
[F-18] tiene una vida media mas larga (110 min), permitiendo su traslado a otros centros

cercanos para su uso inmediato.

3.4.2. PET-amiloide

La PET-amiloide permite detectar en vida del paciente la presencia y localizacién de
depdsitos cerebrales de AR fibrilar. El primer compuesto para PET-amiloide, llamado
Pittsburgh Compound B (PiB),"®® unido a [C-11], fue descubierto hace mas de una
década y tuvo un gran impacto tanto en el diagnéstico como en la investigacion de la
EA. Mas tarde se desarrollaron nuevos trazadores unidos a [F-18]: Florbetapir,'®’

|162

Flutemetanol'®® y Florbetaben.'®

Multiples estudios han demostrado que los pacientes diagnosticados clinicamente de EA
tienen una captacion in vivo en la PET-amiloide de dos a tres veces mayor que ancianos
cognitivamente sanos en las cortezas frontal, temporal y parietal (Figura 11), regiones
en las que se sabe se acumulan grandes cantidades de placas AB en el postmortem.™"
164.1% por el contrario, en el cerebelo, la protuberancia y la sustancia blanca, regiones

libres de patologia AB, la sefal de los trazadores es insignificante.
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Figura 11. PET-amiloide en controles sanos y pacientes con enfermedades neurodegenerativas11

Figura 11 (arriba). Imagenes axiales de PET-Florbetaben coregistradas con RMN en un anciano
cognitivamente sano (CTL), un paciente con enfermedad de Parkinson (EP), un paciente con DCLw, un
paciente con deterioro cognitivo leve DCL, un paciente con EA, un paciente con DFT y un paciente con
demencia vascular (DVa). En el sujeto CTL y los pacientes con EP, DFT y DVa solamente se observo
una sefial subcortical no especifica, mientras que en los paciente con EA, DCL y DCLw la captacién del
trazador se evidencio en distintas regiones corticales.

Estudios de neuroimagen con PET-amiloide en sujetos asintomaticos portadores de una
de las mutaciones del gen de la presenilina 1 (PSEN1) que causa una forma familiar de
EA'® sugieren que la acumulacién de AB puede ser evidente hasta 20 afios antes del

estadio de demencia.'®’

La carga de AB medida in vivo en la PET no se asocia con la severidad del deterioro
cognitivo en la EA,"®® hallazgo que es consistente con los estudios poblacionales de

autopsia.

Multiples estudios de correlacién radioldgica-patoldgica han confirmado que la sefal in
vivo de la PET-amiloide se asocia significativamente con la presencia de AB en el
examen neuropatoldgico.'®? %77 Estudios in vitro demostraron que estos trazadores
detectan dos tipos de lesiones compuestas por AR fibrilar: las placas amiloideas
(esencialmente en forma de placas neuriticas pero también placas difusas con menor
afinidad) y el depésito de AB en la pared de los vasos en forma de AAC (Figura 12),""®
' aunque no es posible diferenciarlas por la sefial in vivo. Ambas lesiones son muy
frecuentes en la poblacion anciana con y sin demencia. La AAC suele estar asociada a
la EA, pero en ocasiones ocurre en solitario y si es lo suficientemente severa puede
asociarse a demencia.'® Se han publicado varios casos estudiados con PET-amiloide y
autopsia en que la elevada captacién del trazador era debida unicamente a la presencia

de AAC en ausencia de placas de AB."* '

35



INTRODUCCION

Figura 12. Tincién de PiB en placas amiloideas y AAC

Figura 12 (arriba). Tincién con el compuesto fluorescente PiB en placas AB neuriticas (A), placas AB
difusas (B) y depositos de AB en la pared de vasos en forma de AAC (C) en tejido de la corteza occipital
de un caso con EA. Barra = 50 ym.

La PET-amiloide es una herramienta mas en el proceso diagnostico de la EA. Es
importante enfatizar que la positividad de la PET-amiloide no es equivalente a un
diagnéstico de EA sino a la presencia de A fibrilar en el cerebro. Una PET-amiloide

positiva no determina por si sola que la causa del deterioro cognitivo en un individuo sea

yla

la EA, ya que también puede ser positiva en otras entidades como la DCLw %% '#3

AAC aislada.

Otra limitacion importante de la PET-amiloide como herramienta diagndstica de la EA es
su elevada positividad en la poblacién anciana cognitivamente sana. Se ha estimado
que entre la poblacién de 60-70 afios, un 10% tiene una PET-amiloide positiva, entre los
70-80 afios un 25% y entre los 80-90 afios llega hasta un 50%, '®* '® datos que estan en
concordancia con estudios de autopsia® '®" y de LCR."® Se desconoce si todos los
ancianos cognitivamente sanos con evidencia de patologia amiloide cerebral
progresaran en un futuro a demencia, pero varios estudios han sugerido que muchos de
estos individuos estan en fase “preclinica” de la EA'® y tienen un riesgo aumentado de
desarrollar deterioro cognitivo y progresar a la fase sintomatica de la EA al compararlos

con aquellos con una PET-amiloide negativa.'® '

No se considera adecuado realizar una PET-amiloide en todos los pacientes que
consultan por deterioro cognitivo, sino que solamente esta indicada en un subgrupo de
pacientes cuyo diagndstico es incierto tras una evaluacion completa por un médico
experto en demencias. En 2013 la Amyloid Imaging Task Force junto con la Society of
Nuclear Medicine and Moelcular Imaging y la Alzheimer’s Association formularon los

criterios para un uso adecuado de la PET-amiloide (Tabla 7)."®" %
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Tabla 7. Criterios para un uso adecuado de la PET-amiloide " "2

El uso de la PET-amiloide es apropiado en las situaciones enumeradas mas abajo (1-3) en los individuos
con las siguientes caracteristicas: (i) quejas cognitivas con déficits confirmados objetivamente; (ii) la EA es
uno de los diagnosticos posibles considerados, pero el diagndstico es incierto tras una completa
evaluacion por un experto en demencias; y (iii) cuando el conocimiento de la presencia o ausencia de
patologia AR aumentara la certeza diagndstica y alterara el manejo y tratamiento del paciente.

1. Pacientes con DCL persistente o progresivo sin explicacion

2. Pacientes que cumplen los criterios centrales de posible EA debido a presentacion clinica
poco clara, incluyendo un curso clinico atipico o bien una presentacion con etiologia mixta

3. Pacientes con demencia progresiva y edad de inicio atipicamente precoz (definida
normalmente por edad igual 0 menor a 65 afos).

La PET-amiloide es inapropiada en las siguientes situaciones:

Pacientes que cumplen los criterios centrales de probable EA con una edad de inicio tipica
Para determinar la severidad de la demencia

Basada solamente en una historia familiar positiva de demencia o la presencia de
apolipoproteina E (APOE) €4

Pacientes con quejas cognitivas que no son confirmadas tras el examen clinico

En vez del genotipo en sospecha de portadores de mutacién autosémica

. Enindividuos asintomaticos

0. Para uso no médico (ej. legal, cobertura de seguro médico, chequeo laboral)

o 0a

S©eN

3.4.3. PET-tau

3.4.3.1. Consideraciones generales

Hasta muy recientemente, la presencia, severidad y distribucién anatémica de las
lesiones de tau en el cerebro no podian ser evaluadas directamente en vida del
paciente, pero esto ha cambiado con la aparicion de los trazadores de PET especificos
para tau.'® '¥*"% |a neuroimagen molecular va a jugar un papel esencial en el
diagnéstico y manejo de los pacientes con EA y otras demencias en un futuro proximo.
Actualmente varios candidatos para marcador de tau para PET estan validandose en
tejido cerebral y en estudios in vivo en sujetos cognitivamente sanos y pacientes con
demencias. Estos trazadores pueden facilitar la deteccion precoz y aumentar la
precision diagnoéstica en la EA y otras taupatias, asi como permitir la cuantificacién de la
carga de tau en el cerebro, cosa que podria resultar esencial para evaluar la progresion
de la enfermedad y la respuesta a futuras terapias anti-tau, asi como para entender

mejor la relacion de tau con otros biomarcadores de la EA (Tabla 8).'% %17
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Tabla 8. Potenciales aplicaciones de la PET-tau

12, 196, 197

Clinica:

¢ Diagndstico diferencial entre EA y otras demencias
e Mejorar la especificidad del diagndstico de EA
¢ Monitorizacion no invasiva de la patologia tau en pacientes con EA
e Marcador sustituto de deterioro cognitivo y predictor de la progresion en
la EA
e Deteccion precoz de patologia en sujetos a riesgo de padecer EA
o Diferenciacion del envejecimiento normal vs fases prodromicas de EA en
poblacién anciana
Investigacion: e Replicar los estadios patoldgicos de Braak™ del deposito regional de
ONFs en vida del paciente
e Valorar la cantidad de patologia tau a nivel regional
e Valorar la relacion entre los depésitos regionales de tau y los depdsitos
de AB
e Valorar la relacion entre los depdsitos regionales de tau y el
metabolismo de la glucosa
e Valorar la relacién entre los depésitos regionales de tau y la atrofia
cortical
e Valorar la relacion entre los depésitos regionales de tau y los sintomas
focales en variantes clinicas de la EA
Ensayos clinicos de e Seleccion de candidatos adecuados para los ensayos clinicos
nuevas terapias e Evaluacion de la eficacia del tratamiento
modificadoras de la
enfermedad:

La identificacion de trazadores de PET para tau ha resultado mucho mas compleja que

la de marcadores para (-amiloide. Hay varios factores que han influido en este hecho,

como son las caracteristicas idiosincraticas de tau, su localizacion intracelular, las

multiples modificaciones postranslacionales que sufre y sus varias isoformas y

conformaciones ultraestructurales (Tabla 9).

198

Tabla 9. Dificultades para la identificacién de un trazador para PET-tau'®

e Localizacién intracelular de tau: el trazador debera cruzar primero la barrera hematoencefalica
(BHE) y luego la membrana celular para alcanzar su diana

e Multiples isoformas y ultraestructura de los filamentos de tau en las distintas taupatias199

e Multiples modificaciones postranslacionales de tau: fosforilacidn, acetilacion, glicosilacion,
nitracion, glicacién, ubiquitinacion y truncamiento?®

e Presencia de agregados de tau en la corteza cerebral asi como en la sustancia blanca

e Coexistencia de los agregados de tau con los depdsitos de AB en la EA

e Menor concentracion de tau que de AB en la EA

201
201

Por todos estos factores, los requisitos de un buen marcador de PET para tau son muy

estrictos, siendo las caracteristicas mas importantes su lipofilicidad y su afinidad de

unioén a la diana (Tabla 10).
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Tabla 10. Requisitos de un trazador de PET-tau"

e Elevada selectividad para tau respecto a AB (20-50 veces)202

concentracion de AB en la EA

e Elevada afinidad de union a tau

e Habilidad para cruzar la BHE: debe ser una molecula pequena y lipofilica, con log Poct
(coeficiente de separacion octano/agua) entre 1-3%°

e Facilidad para ser marcado con radiois6topos de larga vida media, como el [F-18]

¢ Reducida union a dianas no especificas

e Répido aclarado de la sangre

e Ausencia de metabolitos activos

para compensar la mayor

Los polimorfismos ultraestructurales y la distribucion regional de los agregados de tau
en el cerebro son caracteristicos de cada taupatia.”' La especificidad cada trazador de
tau (determinando si se une solamente a una o a todas las conformaciones de la
proteina) determinara su utilidad para el diagnéstico y diferenciacion de la EA del resto

de taupatias.

3.4.3.2. PET-[F-18]-AV-1451

3.4.3.2.1. Consideraciones generales y validacion en tejido cerebral

El nuevo trazador [F-18]-AV-1451 fue elegido entre una biblioteca de mas de 900
compuestos de distintas categorias quimicas que originalmente habian sido disefiados

para unirse a B-amiloide.?®

El compuesto fluorescente T726 (N-2(fluoroethyl)-N-methyl-5H-pyrido[3,2-b]indol-7-
amine) fue identificado inicialmente como posible candidato a trazador de tau al mostrar
una elevada afinidad para tau-PHF y ausencia de actividad monoaminoaxidasa en
estudios preliminares.?® Las tinciones con T726 en cerebros con patologia tipo EA
confirmaron que éste se colocalizaba con la tincion del anticuerpo anti-tau PHF-1 en los
ONFs, hilos de neurdpilo y distrofias neuriticas, pero no con la tincién contra AB en las
placas amiloideas.?*® Posteriormente se optimizé un radiotrazador a partir de T726
creandose un analogo parecido a éste, T807 (7-(6-fluoropyridin-3-yl)-5H-pyrido[4,3-
blindole), sin propiedades fluorescentes, que posteriormente paso a llamarse AV-1451.
AV-1451 pertenece a la familia quimica de los carbazoles y tiene una estructura similar,
pero no idéntica, a T726 (Figura 13). Ambos compuestos compiten por la unién a su

diana al ser incubados en la misma seccion de tejido cerebral.
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Figura 13. Estructuras quimicas de T726 y T807

Figura 13 (izquierda). Estructuras
quimicas de T726 (N-2(fluoroethyl)-N-
methyl-5H-pyrido[3,2-b]indol-7-amine)
y T807 (7-(6-fluoropyridin-3-yl)-5H-
pyrido[4,3-blindole).

El estudio inicial que evalu6 la afinidad y selectividad de T807 en cerebros humanos
consistié en autorradiografia con pantalla de fosforo en 26 cerebros con y sin patologia
tau y AB.?%® En todas las secciones de tejido, la sefial de [F-18]-AV-1451 en
autorradiografia se colocalizaba claramente con la tincién de tau-PHF en la corteza,
pero no con la de AB (Figura 14). La sefial en la sustancia blanca en los casos de EA
fue indetectable. En el tejido de controles sanos sin patologia tau ni AB, no se detecto
sefal de [F-18]-AV-1451. Adicionalmente, se hallé una correlacién entre la intensidad de
la sefial de [F-18]-AV-1451 en la autorradiografia y la carga de tau-PHF. AV-1451
demostro tener una selectividad 25 veces mayor para tau (en forma de PHF) que para
AB (Kd=14.6 nM). En estudios de PET en ratones [F-18]-AV-1451 demostrd unas
cinéticas de captacioén y lavado del cerebro favorables, con ausencia de sus metabolitos
plasmaticos en el cerebro. Al ser su peso molecular bajo (262.1 g/mol) AV-1451 cruzé

facilmente la BHE.?*®

Figura 14. Autorradiografia con [F-18]-AV-1451 e inmunotinciones para tau-PHF y A[32°5

N Nea ] Figura 14 (izquierda). En la parte
\ - superior: la sefal de [F-18]-AV-
1451 en la autorradiografia
Unicamente estaba presente en
tejido cerebral con abundantes

. agregados tau-PHF (A), pero no

= en casos con patologia A pero
en ausencia de tau (B), ni en
tejido de controles sanos sin tau
ni AB (C). En la parte inferior: la
sefal de [F-18]-AV-1451 en la
autorradiografia (medio) se
asemeja a la tincién con un
anticuerpo anti tau-PHF
(izquierda) pero no al patron de
tincion de AB (derecha).

[PPEITS07 mutor adiography
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Tabla 11. Caracteristicas de [F-18]-AV-1451""’

Radiois6topo F-18
Peso molecular (g/mol) 2621
Dosis administrada 10 mCi = 370 mBq
Dosis efectiva corporal 8.92 mSv
In vitro:
Kd (nM) en cerebro con EA 14.6
Selectividad tau vs AB >25
In vivo:
Captacion maxima en el cerebro de ratén 443
Captacion maxima a los 30 min en el cerebro de raton | 7.15
Captacion cerebral de metabolitos Ausente
Unioén a la sustancia blanca Baja

AV-1451 se administra de forma endovenosa a una dosis de 10 mCi (370 mBq) para
alcanzar una dosis efectiva corporal de 8.92 mSv. La cuantificacién de la retencion de
[F-18]-AV-1451 se realiza a los 80-100 min tras la inyeccién inicial del trazador. Hasta la
fecha no se ha reportado ningun efecto adverso tras la administracion del trazador para

la realizacion de la PET."

3.4.3.2.2. Neuroimagen in vivo con PET-[F-18]-AV-1451

3.4.3.2.2.1. Captacion in vivo de [F-18]-AV-1451 en pacientes con EA 'y

ancianos cognitivamente sanos

Varios estudios han evaluado recientemente la sefal in vivo de [F-18]-AV-1451 en
sujetos controles y pacientes con deterioro cognitivo, sugiriendo que este compuesto es
potencialmente un buen biomarcador para la proteina tau en la EA. Johnson et al.
estudié con PET-[F-18]-AV-1451 y PET-[C-11]-PiB a 56 sujetos ancianos
cognitivamente sanos, 13 individuos con DCL y 6 pacientes con demencia tipo EA
(excluyéndose aquellos con variantes atipicas como DCLw, ACP o demencia
semantica). Este estudio demostré que los individuos con DCL y demencia tipo EA
tenian una elevada captacion in vivo de [F-18]-AV-1451 comparado con el grupo de
ancianos cognitivamente sanos de forma generalizada en la neocorteza y especialmente
en las cortezas temporal inferior, temporal lateral, parietal, parieto-occipital, precineo y
cingulo posterior, zonas en las que tipicamente se depositan ONFs en la EA (Figuras
15y 16). La sefial de [F-18]-AV-1451 en el giro temporal inferior se asocio a deterioro

cognitivo. También se hallé una correlacién significativa entre la captacién regional de
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[F-18]-AV-1451 y la sefal media de PiB en la corteza en estos sujetos, tanto aquellos

cognitivamente sanos como los que padecian deterioro cognitivo.

Figura 15. PET-[F-18]-AV-1451 en la EA, el DCL y ancianos cognitivamente sanos’

Figura 15 (arriba). Imagenes coronales (parte superior) y mapas de superficie cortical (parte inferior) de
la PET-F-18]-AV-1451 en tres sujetos ancianos cognitivamente sanos (A, B y C), dos individuos con
DCL (D y E) y dos pacientes con EA (F y G). Los sujetos cognitivamente sanos mostraron captacion
ausente (A) o minima en el I6bulo temporal inferior (B y C). La captacién de [F-18]-AV-1451 en los
individuos con deterioro cognitivo, todos ellos con un PET- P|B positivo, se extendia sucesivamente
hacia las cortezas temporal, parietal, frontal y occipital (D-G)."

Figura 16. Contraste de la captacién in vivo de [F-18]-AV-1451 entre individuos con deterioro

cognitivo y ancianos cognitivamente sanos'

£

SPM contrast
MCI/AD N = 19
Cognitively Normal N = 56

Gordon et al. describié una elevada retencion in vivo de [F-18]-AV-1451 en 11 sujetos

Figura 16 (izquierda).

Mapas de superficie cortical
mostrando aquellas regiones
cerebrales donde la retencion
in vivo de [F-18]-AV-1451 fue
significativamente mayor en en
un grupo de sujetos con
deterioro cognitivo (incluyendo
DCL y demencia tipo EA, n=19)
comparado con ancianos
cognitivamente sanos (n=56).

con demencia en el I6bulo temporal medial, la unidon temporoparietal, el cingulo

posterior, el preciineo, la corteza medial frontal y la corteza prefrontal dorsal.?”’
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Comparados con 41 ancianos cognitivamente sanos, el grupo de sujetos con demencia
exhibieron una sefal in vivo significativamente mas elevada en el |6bulo temporal

medial, cortezas parietal y occipital, asi como en la corteza frontal medial.

Cho et al. describié la captacion de [F-18]-AV-1451 en 20 pacientes con EA, 15
pacientes con DCL y 20 ancianos cognitivamente sanos, a los que también se les
realizé examen neuropsicolégico, RMN y PET-[F-18]-Florbetaben.?® En los pacientes
con DCL, la sefal in vivo de [F-18]-AV-1451 estaba limitada a la CE, mientras que en
aquellos con EA la captacién del trazador se extendia a toda la neocorteza. En el grupo
de pacientes con deterioro cognitivo (DCL y EA) la captacion de [F-18]-AV-1451 en la
neocorteza se relacioné con una peor funcion cognitiva, especificamente las funciones
visuales y de memoria verbal se asociaron con la sefial del trazador en las regiones

temporales mediales.

En los cerebros de sujetos controles jovenes no se evidencia ninguna captacion
significativa del trazador mas alla de un patrén difuso de actividad de fondo.?®® Muchos
sujetos ancianos cognitivamente sanos muestran un acumulo in vivo de [F-18]-AV-1451
en la corteza temporal medial, que a su vez se asocia con pérdidas de memoria
episddica.?’® Solamente en aquellos con una PET-amiloide positiva la captacion de [F-
18]-AV-1451 se extiende mas alla de la corteza temporal medial, y se correlaciona con

déficits cognitivos mas extensos (Figura 17).2"

Figura 17. Comparacion entre captacion de amiloide en la PET-[C-11]-PiB y la captacion de tau en la

PET-[F-18]-AV-1451 en ancianos cognitivamente sanos y pacientes con EA%"

Dementia
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Figura 17 (pagina anterior). Comparacion entre la captaciéon del marcador de amiloide [C-11]-PiB (fila de
arriba) y la captacion del marcador de tau [F-18]-AV-1451 (fila de abajo) en los mismos sujetos: tres
ancianos cognitivamente sanos (CN, columnas 1-3 a la izquierda) y un paciente con demencia tipo EA
(AD dementia, columna derecha). En los sujetos controles sin déficit cognitivo se observa como al
aumentar la carga de amiloide los niveles de tau también se incrementan, especialmente en la corteza
temporal inferior. En el paciente con EA, la captacion de amiloide estd homogéneamente distribuida por
todo el cerebro mientras que la de tau predomina en los Iébulos temporales.

Aquellos individuos portadores del alelo APOE ¢4 tienen una mayor sefal de [F-18]-AV-

1451 en las cortezas temporales y parietales comparados con no portadores.'®

3.4.3.2.2.2. Captacion in vivo de [F-18]-AV-1451 y severidad de la EA

Varias publicaciones han evaluado recientemente la capacidad de [F-18]-AV-1451 para
monitorizar in vivo la severidad de la EA, concluyendo que la sefial regional de este
trazador coincide con la distribucion topografica de los agregados neurdfibrilares de tau
segun los estadios de Braak.?'" 2" 2'®* Schwarz et al. describié los patrones regionales
de progresion de [F-18]-AV-1451 en 14 adultos jovenes, 42 ancianos cognitivamente
sanos, 87 sujetos con DCL y 46 pacientes con demencia tipo EA.?'? Se aplicé un
algoritmo basado en los estadios histopatoldgicos de Braak® usando siete regiones en
el I6bulo temporal anterior y el I6bulo occipital en la PET-[F-18]-AV-1451. Estos analisis
produjeron unos perfiles de captacion en el PET que reflejaban la progresion de tau en
el cerebro y que eran consistentes con los estadios de Braak del 0 al IV, y permitieron
clasificar correctamente a un 86% de los sujetos del estudio. Los casos restantes que no
pudieron ser clasificados segun este algoritmo tenian perfiles consistentes con variantes
de la EA. Estos estadios de Braak estimados por la PET-[F-18]-AV-1451 se asociaron
significativamente con la categoria diagnéstica (controles vs DCL vs demencia tipo EA),
el estatus PET-amiloide del sujeto (positivo vs negativo) y las medidas globales de
cognicion. No obstante, la prevalencia de casos con estadios Braak mayor de cero (con
presencia de tau) fue menor de lo esperado segun lo que indican datos poblacionales de
autopsia, y esto podria reflejar la menor sensibilidad de la PET comparada con la
neuropatologia, requiriendo una cantidad sustancial de ONFs para ser visualizados en

neuroimagen.

Scholl et al. también describid los patrones de depdsito regional de tau con PET-[F-18]-

AV-1451 en una cohorte formada por 33 sujetos jovenes, 5 ancianos cognitivamente
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sanos y 15 pacientes con EA.?"° Se analizaron los datos de PET en varias regiones
cerebrales a nivel bilateral y crearon un algoritmo que clasificé a los sujetos en 4 grupos:
Braak 0, I-II, llI-IV y V-VI. Todos los adultos jovenes estaban en la categoria de Braak 0,
mientras que los ancianos cognitivamente sanos claramente mostraron retencion del
trazador en regiones mediales temporales, la mayoria (76%) siendo clasificados como
Braak I-1l'y un 18% como Braak IlI-IV. Aquellos con una PET-PiB positiva mostraron una
mayor captacion del trazador que se extendia a regiones temporales inferiores y
laterales. Los pacientes con EA se clasificaron casi en su totalidad (13/15) como Braak
V-VI, el resto (2/15) como Braak IlI-1V. Los sujetos con un mayor estadio de Braak
medido con la PET-[F-18]-AV-1451 exhibian una mayor captacién de amiloide en la
PET- PiB, un mayor porcentaje de alelos ApoE €4, peores puntuaciones en los tests

cognitivos y un volumen del hipocampo mas reducido en la RMN.

Por ultimo, Cho et al. estudié con PET-[F-18]-AV-1451 y PET-[F-18]-Florbetaben una
cohorte de 195 individuos (53 pacientes con EA, 52 con DCL amnésico, 23 con DCL no
amnésico y 67 controles cognitivamente normales).?'® Se observaron distintos patrones
de propagacién de tau y amiloide en la cohorte: la captacion de tau se observé con mas
frecuencia en regiones temporales mediales y desde alli se extendia a regiones
temporales basales y laterales, parietales inferiores, cingulado posterior y otras cortezas
asociativas siendo las ultimas regiones en afectarse las cortezas primarias, siguiendo
los estadios de Braak,*® mientras que la sefial de amiloide se observo con mas
frecuencia en areas difusas de la neocorteza y se propagaba finalmente a regiones

temporales mediales, reflejando los estadios de Thal.®

3.4.3.2.2.3. Captacién in vivo de [F-18]-AV-1451 en variantes atipicas de la
EA

La PET-[F-18]-AV-1451 también ha demostrado su potencial utilidad en la evaluacion de
formas atipicas de EA. Pacientes con estas variantes clinicas tienen una captacion in
vivo de [F-18]-AV-1451 que se corresponde con las regiones cerebrales mas atréficas
en la RMN, la localizacion regional de los sintomas y la sefal hipometabdlica en la PET-
FDG." 2" En un estudio que incluyé a 20 pacientes con distintas variantes de la EA
(amnésica, atrofia cortical posterior (ACP), DCB, APP, sindrome disejecutivo y
alteraciones de la conducta), Ossenkoppele et al. describié como la captacién in vivo de

[F-18]-AV-1451 era mas prominente en las regiones cerebrales mas afectadas
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clinicamente en estos casos:'* la corteza occipital en la ACP; regiones del hemisferio
izquierdo asociadas con el lenguaje en la APP; la corteza temporal basal y estructuras
temporales mediales en la variante amnésica; captacion difusa respetando la corteza
temporal medial en un individuo con sintomas disejecutivos, visuoespaciales y de
lenguaje pero sin amnesia; y corteza primaria sensitivomotora derecha en la DCB
(Figura 18). La sefnal regional de [F-18]-AV-1451 en estos individuos también se
correlacion6 negativamente con la captacion de glucosa en la PET con
fluorodeoxiglucosa (PET-FDG).'® Ademas, una peor puntuacion en tests
neuropsicoldgicos especificos de un dominio cognitivo se asocié a una mayor sefal del
trazador en regiones cerebrales claves implicadas en ese dominio especifico: captacion
en lébulos temporales mediales y memoria; captacion en cortezas occipital y
temporoparietal derecha y funcién visuoespacial; y captacién en corteza temporoparietal

izquierda>derecha y memoria a corto plazo.

Figura 18. PET-[F-18]-AV-1451 en variantes clinicas de la EA"*®

A Posterior cortical atrophy B Logopenic variant PPA C Amnestic Alzheimer’s disease
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E Behavioral Alzheimer's disease F Corticobasal syndrome

Figura 18 (arriba): Imagenes in vivo de PET con [F-18]-AV-1451 mostrando distintos patrones
regionales de captacion en una mujer de 59 afios diagnosticada de ACP (A), una mujer de 77 afios
con variante logopénica de APP (B), una mujer de 71 afios con presentacion amnésica de la EA (C),
una mujer de 59 afios con variante no amnésica de la EA (D), un varén de 59 afios con EA con
alteraciones de la conducta (E), y una mujer de 60 afios con un sindrome corticobasal afectando al
hemicuerpo izquierdo (F).
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3.4.3.2.2.4. Captacién in vivo de [F-18]-AV-1451 y biomarcadores en LCR

Varias publicaciones han demostrado recientemente que existe una correlacion
significativa entre la captacion de [F-18]-AV-1451 en la PET y los biomarcadores para
tau y AB en LCR. Brier et al. estudié una cohorte de 46 individuos (36 cognitivamente
sanos y 10 con EA en fase inicial) con PET-[F-18]-AV-1451, PET-[F-18]-Florbetapir,
puncién lumbar y evaluacién neuropsicoldgica.?'® La captacién PET-[F-18]-AV-1451
consiguid discriminar mejor aquellos sujetos cognitivamente sanos de los que padecian
demencia comparado con la PET-amiloide, se correlacioné significativamente con las
medidas de tau total y fosfo-tau en LCR (especialmente la captacion en la corteza

temporal) y se asoci6 con las medidas neuropsicologicas mejor que la PET-amiloide.

Gordon et al. describi6 la relacion del PET-[F-18]-AV-1451 con los biomarcadores en
LCR en 41 ancianos cognitivamente sanos y 11 pacientes con deterioro cognitivo.?’ En
toda la cohorte, se hallé una relacion significativa entre la captacion de [F-18]-AV-1451y
la cantidad de tau total, tau-p y AB42 en LCR. En aquellos sujetos cognitivamente sanos,
solo los niveles en LCR de AB4,, pero no los de tau total o tau-p, se correlacionaron con
la sefial in vivo del trazador en el I6bulo temporal medial. Este hallazgo apunta a que la
captacion inicial de AV-1451 en estadios presintomaticos de la EA esta ligada a
marcadores de amiloide, no de tau, en el LCR, y se cree que los niveles disminuidos de
AB42 en el LCR son una de las medidas mas precoces del depdsito de B-amiloide y de la

fisiopatologia de la EA."#

3.4.3.2.2.5. Captacién in vivo de [F-18]-AV-1451 en taupatias distintas a la
EA

Por otra parte, la utilidad de la PET-[F-18]-AV-1451 en las taupatias distintas a la EA
incluyendo varios tipos de DFT como la EPi,”® la PSP®' y la DCB® esta menos
establecida y es sujeto de controversia. Algunos grupos han reportado una elevada
captacion regional in vivo de [F-18]-AV-1451 en sujetos diagnosticados de estas
taupatias distintas a la EA, incluyendo portadores de mutaciones en el gen MAPT, en
areas cerebrales que tipicamente contienen agregados de tau en la autopsia.?’®?" Tsai
et al. mostré portadores sintomaticos de mutaciones del gen MAPT (n=4) con captacion

in vivo de [F-18]-AV-1451 a nivel frontal y temporal; pacientes con variante no fluente de
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APP (n=3) con captacién en el opérculo frontal, y pacientes con DCB (n=5) en el nucleo
dentado, putamen, palido y la sustancia blanca, en todos ellos la lateralizacion del

trazador era consistente con los sintomas.?'®

En un grupo de 17 pacientes diagnosticados clinicamente de PSP, Schonhaut et al.
describié una senal de [F-18]-AV-1451 significativamente mas elevada en el nucleo
palido comparado con 31 ancianos controles.?'” En un subgrupo de PSP, la sefal
también era mayor en el dentado y la union entre sustancia blanca y corteza en la region
frontal. A nivel individual, la retencién en los pacientes con PSP era especialmente
elevada en el putamen y el mesencéfalo, aunque los controles también mostraron

captacion de [F-18]-AV-1451 en estas regiones.

Josephs et al. compard la senal de [F-18]-AV-1451 en 6 sujetos con distintas variantes
clinicas de PSP, 101 controles ancianos y 109 pacientes con EA.?'® Los pacientes con
PSP mostraron una sutil elevacién de [F-18]-AV-1451 comparados con los controles en
el mesencéfalo, palido, area motora suplementaria y corteza del giro precentral. Esta
captacion del trazador era mucho menos intensa que la de los pacientes con EA
excepto en el mesencéfalo, el palido y el talamo. La variante de la PSP con mayor senal
de [F-18]-AV-1451 fue el Sindrome de Richardson.

Por el contrario, segun otros grupos la sefial de [F-18]-AV-1451 en la PET en individuos
diagnosticados de DFT es mucho menor que en las EA e indistinguible de la de
controles cognitivamente sanos.””® En concreto, Jones et al. estudié con PET-[F-18]-AV-
1451 a 5 sujetos con DFT (variante semantica de la APP, portador de mutacion en el
gen de la progranulina y portadores de mutaciones en el gen MAPT), a 21 pacientes con
EAya 120 controles. La captacién de [F-18]-AV-1451 en los pacientes con DFT fue
minima, independientemente de si se sospechaba una taupatia como patologia
subyacente, y en todo caso muy menor de la sefial en los pacientes con EAy en un

rango similar al de los controles sanos.

Recientemente, Smith et al. estudié a tres miembros de una familia portadores de la
mutacién del gen de tau MAPT R406W con PET-[F-18]-AV-1451 y PET-[F-18]-FDG.?*’
Esta mutacion esta localizada en la region N-terminal del exon 13 del gen MAPT y da
)111 ya
nivel estructural estan formados mayoritariamente por PHF aunque también algunos

lugar a agregados de tau que contienen las 6 isoformas de la proteina (3R y 4R
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FR,??? ambas caracteristicas muy similares a las de los agregados de tau en la EA. En
los dos sujetos con menor afectacién cognitiva la captacion in vivo de [F-18]-AV-1451
estaba limitada a los polos temporales, el hipocampo y partes anteriores del giro
temporal inferior. En el sujeto de mayor edad y con mayor afectacién cognitiva la senal
del trazador era mas diseminada afectando los I6bulos temporales y frontales y los
ganglios basales, pero no los I6bulos parietales y occipitales. Se hallé una correlacion
inversa entre la retencion de [F-18]-AV-1451 y el metabolismo cerebral de glucosa
medido con [F-18]-FDG en dos de los sujetos del estudio. El individuo de mayor edad
fallecio dos semanas después de la realizacion del PET, tras 26 anos de afectacion
cognitiva, permitiendo por primera vez correlacionar la captacion in vivo del trazador con
la patologia subyacente en las mismas regiones cerebrales. Su examen neuropatoldgico
mostré abundante patologia tau en forma de ONFs y neuritas en regiones
temporolimbicas, polo temporal anterior e hipocampo, mientras que en las areas
corticales posteriores la patologia era escasa. La captacion de [F-18]-AV-1451 en las
distintas regiones estudiadas se correlacioné significativamente con la cantidad de
patologia tau medida con inmunotinciones. La regiéon con mayor captacion in vivo de
este sujeto fue el putamen, que en concordancia mostré abundante patologia tau,
aunque el Iébulo temporal inferior tenia mayor cantidad de patologia con una senal in
vivo ligeramente menor. No se realizd autorradiografia en este sujeto, pero si se ha
demostrado en otras publicaciones una intensa sefial de [F-18]-AV-1451 en
autorradiografia con pantalla de fésforo en tejido cerebral de portadores de la mutacion
MAPT R406W 22" 22

Estas discrepancias fundamentales en la captacion y afinidad de [F-18]-AV-1451 para
los agregados de tau no-PHF en casos de taupatias distintas a la EA resaltan la
necesidad de estudios radiolégico-patolégicos con este trazador en muestras de tejido

cerebral postmortem de sujetos a los que se les realizé una PET en vida.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

1.

El trazador AV-1451, disenado para detectar patologia tau en forma de filamentos

helicoidales apareados (PHF) in vivo mediante el uso de tomografia por emisién de
positrones (PET), tiene una alta afinidad por este tipo de lesiones que caracterizan
a la enfermedad de Alzheimer en humanos en comparacion con lesiones formadas

por agregados de 3-amiloide, a-sinucleina o TDP-43.

La diferente composicion bioquimica y ultraestructural de los agregados de tau que
caracterizan a la enfermedad de Alzheimer y otras taupatias como la enfermedad
de Pick, la paralisis supranuclear progresiva, la degeneracion corticobasal y
demencia frontotemporal asociada a mutaciones del gen MAPT en el cromosoma
17 determina que la afinidad de AV-1451 por estas lesiones sea diferente en estos

grupos de patologias relacionadas.
Los estudios de correlacion radiolégico-patoldgicos son fundamentales para

interpretar de forma correcta el significado de las imagenes de la PET con este

trazador y permiten detectar la posibilidad de sefal off-target.
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OBJETIVOS

Caracterizar los patrones de distribucién y los sustratos anatémicos
correspondientes al trazador [F-18]-AV-1451 mediante autorradiografia con
pantalla de fésforo y de alta resolucion, inmunohistoquimica y ensayos de unién,
en muestras de cerebro humano procedentes de autopsia en pacientes con
enfermedad de Alzheimer, controles y un amplio abanico de patologias

neurodegenerativas.

Establecer la capacidad de unién de [F-18]-AV-1451 a agregados de tau no-PHF
en tejido cerebral de casos de taupatias distintas a la enfermedad de Alzheimer
(enfermedad de Pick, paralisis supranuclear progresiva, degeneracion
corticobasal y portadores de mutaciones del gen MAPT en el cromosoma 17),

asi como en ratones transgénicos rTg4510 (portadores de la mutacion P301L).

Confirmar la ausencia de unién de [F-18]-AV-1451 a proteinas distintas a tau ([3-
amiloide, a-sinucleina y TDP-43) en tejido cerebral de casos de angiopatia
amiloide cerebral, demencia con cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica y

demencia frontotemporal con inclusiones TDP-43.

Determinar si existe union off-target (a proteinas/moléculas distintas a tau) de [F-
18]-AV-1451.

Caracterizar las correlaciones radiologico-patoldgicas de [F-18]-AV-1451 en tres
sujetos a los que se realizé una PET-[F-18]-AV-1451 antes de su fallecimiento
mediante el estudio de la relacidon entre la captacion regional in vivo de [F-18]-
AV-1451 en la PET con la inmunohistoquimica de tau, la autorradiografia con
pantalla de fésforo y con emulsién nuclear, los ensayos de unién in vitro y la

cuantificacion de las distintas especies de tau con SDD-AGE.
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INVESTIGACION Y RESULTADOS

1. Metodologia

1.1. Primera parte: caracteristicas de la unién de [F-18]-AV-1451 en tejido

cerebral humano

1.1.1. Muestras de tejido

Muestras de tejido cerebral humano de 24 sujetos que donaron su cerebro al banco de
cerebros del Centro para la Investigacion de la Enfermedad de Alzheimer de
Massachusetts (MADRC, por sus siglas en inglés) fueron seleccionadas para este
proyecto, asi como muestras adicionales de retina y piel. Las autopsias fueron

realizadas siguiendo los protocolos del Massachusetts General Hospital (MGH).%*

Los diagndsticos patoldgicos de la cohorte de sujetos analizados son los siguientes:

e EA%®(n=3)

e AAC difusa en portador de la mutacion lowa D23N de la PPA?*® (n=1)
e EPI"” (n=3)

e PSP?' (n=3)

e DCB¥® (n=2)

e DCLwW' (n=3)

e AMS?® (n=2)

e DFT con inclusiones de TDP-43 (transactive response DNA binding protein 43
kDa)"® (n=1)

e Melanoma metastasico cerebral®®’ (n=1)

 Siderosis superficial®*® (n=1)

e Hemorragia cerebral (n=2)

e Controles sanos (n=2)

La evaluacion histopatoldgica se realizd de forma rutinaria en un grupo especifico de 19
regiones cerebrales representativas para un espectro de enfermedades
neurodegenerativas. Todos los bloques de parafina se tifieron con Nissl y hematoxilina-
eosina, adicionalmente un grupo especifico de bloques se analizaron con tincion de

plata e inmunotinciones para 3-amiloide, a-sinucleina, TDP-43 y tau-p.
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También se analizaron cerebros de ratones adultos Tg4510 (12 meses de edad, n=2)
asi como ratones no transgénicos de la misma camada (n=2). Tg4510 es un modelo
murino de taupatia que sobreexpresa una forma humana mutada de la proteina tau
(P301L) relacionada con formas familiares de demencia frontotemporal.?* ?* Los
ratones rTg4510 desarrollan ONFs corticales, formados principalmente por tau en forma

de FR, a la edad de 4 meses.?®

Se seleccionaron bloques de tejido cerebral congelado a -80°C que contenian cortezas
frontal, parietal, temporal y occipital, hipocampo, corteza entorrinal, corteza cingular,
cerebelo, ganglios basales y mesencéfalo. Estos bloques fueron cortados en secciones
de 10 um de grosor en un criostato (SME Cryostat, Thermo Shandon, Waltham, MA),
montados en un portaobjetos (Histobond adhesién slides, Statlab Medical Products,
Mckinney, Tejas) y usados para los experimentos con autorradiografia con pantalla de
fosforo con [F-18]-AV-1451 y autorradiografia de alta resolucion con emulsién nuclear
con [F-18]-AV-1451 y tinciones con distintos anticuerpos. Bloques de tejido congelado
adyacentes fueron homogeneizados y usados para los ensayos de union in vitro con [H-
3]-AV-1451.

1.1.2. Autorradiografia con pantalla de fésforo

El trazador [F-18]-AV-1451 fue sintetizado localmente en el servicio de Medicina Nuclear
del MGH unas horas antes de cada experimento.?*" La autorradiografia con pantalla de
fésforo se realizé siguiendo una version ligeramente modificada de un protocolo

publicado previamente.?*

Las secciones de tejido congelado de 10 ym de grosor montadas en portaobjetos se
descongelaron y seguidamente se fijaron en metanol al 100% durante aproximadamente
20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron transferidas a
un bano con [F-18]-AV-1451 en 10 nM de suero salino tamponado con fosfato (PBS, por
sus siglas en inglés) con una concentracion de radioactividad de aproximadamente 20
MCi/ml. Secciones adyacentes a estas fueron colocadas en un bafio idéntico al anterior
en todos los aspectos excepto en que se le afiadié AV-1451 no radioactivo (sin [F-18]) a
una concentracion de 1 uM, condicion de bloqueo suficiente para saturar todos los sitios

de unién especificos de tau disponibles en el tejido.?*® Tras un periodo de incubacién

62



INVESTIGACION Y RESULTADOS

con AV-1451 de 60 minutos, las muestras de tejido se incubaron brevemente en una
serie de bafos con el objetivo de eliminar cualquier muestra de radiotrazador no unida al
tejido. Las soluciones de bafo y sus respectivos tiempos de incubacion fueron los
siguientes: 10 mM PBS durante 1 minuto, etanol al 70%/PBS al 30% durante 2 minutos,
etanol al 30%/PBS al 70% durante 1 minuto y por ultimo 10m M PBS durante 1 minuto.
Seguidamente, las muestras de tejido se dejaron secar al aire durante unos minutos y
se transfirieron a una pantalla de fésforo (Multisensitive phosphor screen; PerkinElmer
Life and Analytic Sciences, Shelton, CT). Esta pantalla de fosforo habia sido tratada
inmediatamente antes siendo expuesta a una luz blanca durante minimo 15 minutos.
Las muestras de tejido colocadas en la pantalla de fésforo se ubicaron dentro de un
casete de aluminio, que se dejoé en una habitacion oscura durante toda la noche, alejada
de fuentes de radioactividad durante el periodo de exposicion. La mafiana siguiente el
casete se abrié en una habitacién con minima luz y las muestras de tejido se separaron
de la pantalla de fésforo. Seguidamente esta pantalla se monté en el carrusel del
sistema de imagen digital (Cyclone Plus Storage Phosphor Scanner, Perkin Elmer Life
and Analytic Sciences). El escaneo de la pantalla se realizd con el paquete de software
OptiQuant usando la maxima resolucién (600dpi, intervalo de muestreo de 42 pm
aproximadamente). Las imagenes digitales obtenidas se salvaron sin comprimir.
Imagenes de las muestras de tejido incubadas con AV-1451 sin bloquear (con alta
actividad especifica de [F-18]-AV-1451) y AV-1451 bloqueado ([F-18]-AV-1451 junto con
1um de AV-1451 no radioactivo) fueron comparadas para determinar la union total y no

especifica del trazado en el tejido.

1.1.3. Autorradiografia de alta resoluciéon con emulsién nuclear

Secciones de tejido congelado adyacentes a las usadas para autorradiografia con
pantalla de fésforo (ver seccion 1.1.2.) fueron cubiertas con un revestimiento de
emulsién nuclear, con el objetivo de obtener informacion autorradiografica con una

resolucién a nivel celular.

Las muestras de tejido fueron descongeladas, fijadas en metanol al 100% durante 20
minutos a temperatura ambiente, incubadas en una solucion de [F-18]-AV-1451 durante
60 minutos, sometidas a una serie de lavados con PBS y etanol y finalmente secadas al
aire. Las muestras fueron entonces sumergidas brevemente en una emulsion nuclear

fotografica (dilucion del 1:5 en H,0, liford nuclear research emulsion K.5; Polysciences,
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Warrington, PA) en un cuarto oscuro y colocadas de forma horizontal en una caja
cerrada durante toda la noche. La mafana siguiente, en el mismo cuarto oscuro las
muestras fueron introducidas en una solucién de revelado (lIford Phenisol developer)
durante 4 minutos, incubadas en un bafo con acido acético al 1% durante 2 minutos
para parar la reaccion anterior, transferidas a una solucion de fijado durante 4 minutos
(Iiford Hypam fixer) y finalmente lavadas con H,O destilada dos veces durante 5

minutos.

Posteriormente, se realizaron inmunotinciones en las muestras previamente sumergidas
en la emulsion nuclear. Las muestras se lavaron en PBS durante 5 minutos y fueron
incubadas con suero normal de caballo al 2.5% durante 20 minutos, seguido por el
correspondiente anticuerpo primario: anti tau PHF-1 (dilucién 1:100, ratén; obsequio del
Dr. Peter Davies), anti B-amiloide (dilucion 1:50, conejo; IBL, Spring Lake Park, MN),
anti a-sinucleina (dilucion 1:100, ratén; Zymed Laboratories, South San Francisco, CA) o
anti TDP-43 (dilucion 1:100, conejo, Protein Tech Group, Chicago, IL) durante 40
minutos a 37°C. Las secciones se lavaron en PBS durante 2 minutos dos veces, y se
incubaron seguidamente con el anticuerpo secundario correspondiente (ImmPRESS
anticuerpo IgG antiraton [MP-2400, Vector Laboratories, Burlingame, CA] o ImmPRESS
anticuerpo IgG anticonejo [MP-7401, Vector Laboratorires, Burlingame, CA]) durante 40
minutos a 37°C. Las secciones se lavaron dos veces con PBS durante 2 minutos y
seguidamente se procedio al revelado con solucién de diaminobenzidina (DAB, SK
4100, Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 4 minutos aproximadamente. Se
us6 H&E para contratincion en algunas secciones. Las muestras se lavaron dos veces
con PBS durante 2 minutos y fueron deshidratadas y purificadas con varios banos de
etanol (al 70%, 90% y 100%) y xileno (dimetilbenceno). Por ultimo, los portaobjetos se
cubrieron con el medio de montaje Permount (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) y un
cubreobjetos. Se tomaron fotografias de las muestras de tejido con un microscopio

BX51 (Olympus, Ballerup, Dinamarca).

1.1.4. Ensayos de union in vitro con [H-3]-AV-1451

Las muestras de tejido congelado se homogeneizaron con un homogeneizador de tejido
Polytron (PT 10/35; Brinkman Instruments, Westbury, NY) a temperatura ambiente
durante 30 segundos al nivel 6 en PBS a una concentracién de 10 mg de cerebro por

mililitro. Los homogeneizados se alicuotaron y congelaron a -80°C hasta su uso en un
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periodo maximo de 2 semanas. No se han observado cambios significativos de las
caracteristicas de union en las muestras usadas repetidamente durante este periodo de
tiempo. Se descongelaron 10 mg por mililitro de las alicuotas del tejido cerebral
homogeneizado, y se diluyeron 10 veces en el buffer de unién hasta 1 mg/ml. Se
mezclaron 500 pl de AV-1451 no radioactivo con 500 pl de [H-3]-AV-1451 (29.7 Ci-
mmol; regalo de Avid Radiopharmaceuticals, compafiia propiedad de Eli Lilly,
Indianapolis, IN) en un volumen de 900 pul del buffer de unién. El ensayo empezé con la
adicion de 100ul de 1 mg/ml del homogeneizado de tejido cerebral previamente
preparado, consiguiendo una concentracion final de 0.10 mg de tejido/ml. La
concentracion final de [H-3]-AV-1451 tipicamente es de 1-2 nM. Tras la incubacion a
temperatura ambiente durante 60 minutos, la mezcla se filtré a través de un filtro de
vidrio Whatman (Maidston, UK) GF-B en un recolector de células Brandel M-24R
(Brandel, Gaithesburg, MD) y se lavo 5 veces en 3ml del buffer de union. La
radioactividad de los filtros se midié en un Cytoscint-ES, tras su incubacion en el coctel
durante toda la noche. La inhibicion completa (del 100%) de la unién se definié como el
numero de contajes desplazados por 3uM de AV-1451 no radioactivo. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

1.2. Segunda parte: estudio de tres individuos a los que se les realizé PET-

[F-18]-AV-1451 y examen neuropatologico

Tres individuos a los que se realizé una PET-[F-18]-AV-1451 como parte de un estudio
de investigacion en el MGH donaron sus cerebros al fallecer y se realizé un examen

neuropatoldgico.

1.2.1. Adquisicion de las imagenes y procesamiento de la PET con [F-18]-
AV-1451

Los datos de la PET fueron adquiridos en un escaner Siemens/CT| (Knoxville, TN)
ECAT HR+ (modo 3D; 63 planos de imagen; campo de vista axial de 15.2cm;
resolucion transaxial de 5.6mm e intervalo entre las imagenes de 2.4mm). Los datos de
la PET se adquirieron entre 80 y 100 min tras la inyeccion de un bolus endovenoso de 9-
11mCi de [F-18]-AV-1451 en marcos de 4-5 min. Los datos de la PET fueron
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reconstruidos y corregidos por su atenuacion, y cada marco fue evaluado para verificar
la validez de los contajes estadisticos y la ausencia de movimiento cefalicos. La RMN-
T1 se realizé en una 3T Tim Trio (Siemens) y fue procesada usando el programa

Freesurfer (FS).2%2%

La captacion especifica de [F-18]-AV-1451 se expresé en las regiones de interés (ROI,
por sus siglas en inglés) del FS como la ratio del valor de la captacion estandarizada
(SUVR por sus siglas en inglés) en esa regién dividido por la SUVR de la ROl de la

corteza cerebelosa, que fue usada como referencia.’

1.2.2. Muestras de tejido

El protocolo usado para el procesamiento y tincion de las muestras de tejido es idéntico
al detallado en la seccién 1.1.1. En estos tres individuos se seleccionaron las regiones

cerebrales a analizar en este estudio teniendo en cuenta la captacion de [F-18]-AV-1451
en las correspondientes imagenes de la PET in vivo, eligiendo multiples areas con y sin

senal del trazador.

1.2.3. Correlaciones regionales entre la PET con [F-18]-AV-1451 y los

bloques de tejido cerebral

Las imagenes de la PET con [F-18]-AV-1451 fueron coregistradas con la RMN. La
correspondencia entre los bloques de autopsia y los datos de imagen se realiz6
mediante un método semicuantitativo, usando la morfologia de los giros y los ventriculos
del bloque de tejido histologico para identificar la region correspondiente en la RMN-T1.
Las ROls fueron dibujadas manualmente en la imagen de la RMN usando el software
médico AMIDE v.1.0.5 (A Medical Image Data Examiner,

http://amide.sourceforge.net)**> ?* expandidas para muestrear una profundidad de 10

mm, y salvadas para representar un objeto de mapa en la RMN. Este objeto de mapa
fue usado para muestrear las imagenes de la PET previamente coregistradas con la
RMN. Finalmente se obtuvieron los valores medios de AV-1451 (SUVR) en cada ROI.
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1.2.4. Autorradiografia con pantalla de fésforo

El protocolo utilizado ha sido detallado en la seccion 1.1.2.

1.2.5. Autorradiografia de alta resolucion con emulsion nuclear

El protocolo utilizado ha sido detallado en la seccién 1.1.3.

1.2.6. Ensayos de unién in vitro con [H-3]-AV-1451

El protocolo utilizado ha sido detallado en la seccién 1.1.4.

1.2.7. Electroforesis en gel de agarosa con detergente semidesnaturalizado

La electroforesis en gel de agarosa con detergente semidesnaturalizado (SDD-AGE por

223, 237 con

sus siglas en inglés) se realiz6 siguiendo un protocolo publicado previamente
minimas modificaciones. Esta técnica es muy util para detectar y caracterizar priones y
especies amiloideas que forman polimeros proteinaceos resistentes a la solubilizaciéon
por el detergente SDS y que no pueden entrar en un gel de poliacrilamida convencional
con poros pequenos, en contraste con el gel de agarosa que contiene poros mas
grandes, permitiendo la separacion de los polimeros.??* 27 Unos 250 mg de tejido
congelado de multiples regiones cerebrales fueron homogeneizados en PBS frio con un
cocktail de inhibidores de la proteasa (1x, Roche). El extracto homogeneizado fue
centrifugado a 3000 g durante 5 min a 4°C y el sobrenadante fue recolectado y
guardado a -80°C. Los lisados se descongelaron en hielo (como maximo se realizaron
dos secuencias de congelado-descongelado para asegurar la integridad de las especies
de tau de alto peso molecular). Se preparo el gel de agarosa al 1.5% disolviendo
agarosa en Buffer G (20nM Base Tris, 200nM glicina) y afiadiendo 10% sulfato sédico
dodecil (SDS, por sus siglas en inglés) para alcanzar una concentracion final de 0.02%.
Se incubaron 60 ug de proteina del lisado con 0.02% SDS buffer durante 7 min a
temperatura ambiente antes de cargar el gel. El SDD-AGE se corrié en buffer Laemmli
(Buffer G con 0.1% SDS) a 35V durante 16h a 4°C. Tras este paso, se transfirio la
proteina mediante accion capilar usando 20 hojas de papel Whatmann grueso (GS 005)
y 8 hojas de papel Whatmann medio (GB 003) a una membrana de Immobilon

polyvinylidene flouride (PVDF, Millipore) a 4°C durante 16-24h. Las membranas se
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bloquearon con leche no grasa 5% en 1X Tris-buffered saline-Tween (TBS-T) durante
1h y se incubaron con un anticuerpo policlonal contra tau total (conejo, 1:4000, Dako) y
con un el anticuerpo PHF-1 contra tau-PHF (ratdn, 1:4000, obsequio del Dr. Peter
Davies) durante toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron cinco veces con TBS-T
y seguidamente se incubaron con los anticuerpos secundarios: anticuerpo de cabra
contra conejo conjugado con peroxidasa de rabano (HRP por sus siglas en inglés,
1:2000, Biorad) y anticuerpo de cabra contra ratén HRP (1:2000, Biorad),
respectivamente, durante 1h en NFMD al 5% en Tris Buffered Saline+Tween20 (TBS-T)
a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas volvieron a lavarse cinco
veces con TBS-T. Finalmente, las membranas se revelaron usando el Enhanced
Chemiluminescense Substrate (Pierce) durante 1 min y fueron expuestas a la pelicula
(GE Healthcare). Las imagenes se cuantificaron usando el programa Image J (National
Institute of Health).
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2. Resultados

2.1. Primera parte: caracteristicas de la unién de [F-18]-AV-1451 en tejido

cerebral humano

En esta parte inicial del trabajo se describiran los experimentos realizados para
caracterizar las propiedades de unién de [F-18]-AV-1451 a tau-PHF, tau-FR y otras
proteinas en muestras de tejido cerebral humano provenientes del banco de cerebros
del MADRC en una cohorte de 24 sujetos, asi como en muestras de retina y piel

humanas y en cerebros de ratones transgénicos Tg4510 y ratones no transgénicos.

2.1.1. Caracteristicas de la cohorte

En la Tabla 12 se resumen las caracteristicas demograficas y neuropatolégicas de los
sujetos de los cuales se obtuvieron las muestras de tejido usadas para los

experimentos.

Tabla 12. Informacion demografica y neuropatolégica de los casos del estudio

. 61 Criterios NIA-
Diagnéstico Diagnéstico Edad_al_ Intervalo Estadls% CERAD Reagan
Caso o L fallecimiento | postmortem | Braak (placas L 58
clinico patologico (afios), sexo | (horas) (ONFs) | neuriticas) Institute
’ (probabilidad)
#1 CTL Cerebro normal | 86, M 16 | no Baja
#2 CTL Cerebro normal | 73, F 34 | no Baja
EA + AAC
#3 EA occipital 64, F 38 \ C Elevada
#4 EA EA® 60, M 24 Vi C Elevada
#5 EA EA® 56, F - Vi C Elevada
AIteraciér? de AAC difusa
46 | longuaeyla | (Mutecion D3N | | no Baja
nguaje y 225 , - )
marcha, lowa de PPA)
temblor
#7 DFT EPi’> 62, M 24 | A Baja
#8 DFT EPi’> 72,F - | no Baja
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#9 DFT EPi 82, M - [ A Baja
#10 | PSP/DFT psp® 63, F 12 [ no Baja
#11 PSP psp®’ 69, M 45 [ no Baja
#12 | PSP psp®! 68, M 80 [ no Baja
#13 | DCB pce® 80, M - | no Baja
#14 | DFT pce® 83, M - [ A Baja
#15 | DCLw DCLw’ 76, M 17 [ no Baja
#16 | DCLw DCLw’ 76, M 10 [ no Baja
#17 | EPD DCLw’ 83, M 9 Il no Baja
AMS, subtipo
#18 AMS cerebeloso 60, F 32 Il no Baja
(AMS-C)*?®
AMS, subtipo
#19 AMS parkinsoniano 80, M 25 I no Baja
(AMS-P)?%
DFT-TDP-43, -
#20 DFT tipo A73 69, F - | no Baja
Melanoma
#21 EA metastasico?>’ | 75, M 35 v B Intermedia
+ EA58
Dtemencia, Siderosis
#22 gi;ﬁ:g;a superficial??® 68, M 12 | A Baja
sordera
#23 | Cefalea Hemorragia 92, F - WY A Intermedia
subaracnoidea
#od | - Hemorragia 75, M - [ no Baja

parenquimatosa
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2.1.2. Autorradiografia con pantalla de fésforo

Los experimentos realizaron con autorradiografia con pantalla de fésforo usando [F-18]-
AV-1451 (preparado el mismo dia para su uso en estudios in vivo con PET en sujetos
humanos) demostraron una intensa sefal del trazador en el hipocampo, corteza
entorrinal y cortezas frontal, temporal, parietal y occipital, todas ellas regiones que
contenian ONFs, en los casos de EA. Esta sefal se bloqueé completamente tras
incubar las muestras con 1 yM de AV-1451 no radioactivo (Figura 19A). En la sustancia
blanca de estos mismos casos, asi como en ofras regiones que no conteniann ONFs, no
se hallé senal radioactiva. La excepcion fue la sustancia negra localizada en el bloque

de mesencéfalo, donde se evidencié una intensa sefal (Figura 20E).

El cerebelo (Figura 19A), area usada tipicamente en los estudios de neuroimagen como
region de referencia (libre de sefal especifica del trazador) y los ganglios basales
(Figura 19B) no mostraron sefal autorradiografica de [F-18]-AV-1451 en ninguno de los

casos estudiados, independientemente del diagndstico patoldgico subyacente.

Adicionalmente, tampoco detectamos sefal radioactiva en muestras de tejido que
contenian lesiones de tau no-PHF, concretamente en casos con un diagnéstico
patoldgico de EPi, PSP y DCB respectivamente (Figura 19C-E). El aspecto de estos
casos fue indistinguible al de cerebros de controles sanos en la autorradiografia con
pantalla de fésforo (Figura 19A). Un hecho especialmente interesante fue el hallazgo de
sefial radioactiva localizada en la corteza entorrinal de casos con un estadio Braak |l
para ONFs (probablemente asociados con el envejecimiento). Esta senal sirvié como
control positivo interno en un caso con un diagnéstico patolégico de PSP, que no mostré
sefial en ninguna otra localizacién fuera de la corteza entorrinal, pese a la presencia de

abundantes lesiones de tau no-PHF (Figura 19D, asterisco).

De forma similar, no detectamos sefial radioactiva en el tejido cerebral de ratones
transgénicos rTg4510 adultos, pese a que contenian incontables lesiones de tau P301L
(4R) (Figura 19F). La ausencia de sefial detectable en las lesiones de tau del modelo
murino Tg4510 y de los casos humanos de taupatias distintas a la EA, que comparten la
caracteristica de contener lesiones de tau no-PHF en forma de FR, sugiere que el
trazador [F-18]-AV-1451 tiene una mayor afinidad y especificidad para las lesiones de

tau en la forma de PHF.
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Figura 19. Autorradiografia con pantalla de fésforo en taupatias y controles sanos
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Figura 19 (arriba). Imagenes de autorradiografia con pantalla de fésforo con [F-18]-AV-1451 de sujetos
con EA (A), controles cognitivamente sanos (CTL,B), EPi (C), PSP (D), DCB (E) y de un ratén
transgénico rTg4510 (F). Una intensa sefial de [F-18]-AV-1451 se observo en la corteza cerebral de
regiones que contienen ONFs en los casos de EA, y al afadir AV-1451 no radioactivo la sefial fue
bloqueada (A). Cabe destacar que los casos de EA no se observé sefial alguna en el cerebelo (A). En el
tejido de un control sano libre de patologia no habia sefial detectable (B). Tampoco se hallé sefial en
tejido de taupatias distintas a la EA incluyendo EPi (C), PSP (D) y DCB (E), todos ellos conteniendo
abundantes lesiones de tau no-PHF, ni en el cerebro de un ratén rTg4510 (F). La sefal de [F-18]-AV-
1451 de un caso de PSP se localizé unicamente en la CE que contenia ONFs asociados con el
envejecimiento (D, asterisco). Barra =1 cm.
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Figura 20. Autorradiografia con pantalla de fésforo en AAC, DFT-TDP-43, DCLw y AMS y en la

sustancia negra

A B

AAC DFT-TDP-43
FRONTAL PARIETAL FRONTAL PARIETAL
[F-18]-AV-1451  bloqueo [F-18]-AV-1451  bloqueo [F-18]-AV-1451  bloqueo [F-18]-AV-1451  bloqueo
)
C D
DCLw AMS
CE /HPC TEMPORAL FRONTAL PREFRONTAL
[F-18]-AV-1451  bloqueo [F-178]-AV-1451 bloqueo [F-18]-AV-1451  bloqueo -[F-18]-AV-1451 bloql:leo
E
SUSTANCIA NEGRA
cTL EA PSP FLe
[F-18]-AV-1451  bloqueo [F-18]-AV-1451  bloqueo [F-18]-AV-1451  bloqueo [F-18]-AV-1451  bloqueo
B F.r of A
2 s & V.‘I' » 3
L . i . .

» b - —

Figura 20 (arriba). Imagenes de autorradiografia con pantalla de fésforo con [F-18]-AV-1451 en
tejido cerebral de casos con AAC (A), DFT-TDP-43 (B), DCLw (C) y AMS (D), y muestras de
mesenceéfalo de CTL y casos con EA, PSP y DCLw (E). No se detecto sefial de [F-18]-AV-1451 en
tejido que contenia lesiones de AAC (A), inclusiones TDP-43 positivas (B), cuerpos de Lewy (C) o
inclusiones gliales de a-sinucleina (D). En muestras de mesencéfalo se observé una intensa sefial
del trazador en la regidn correspondiente a la sustancia negra, independiente del diagnéstico
patolégico subyacente de cada caso y de la presencia o ausencia de tau en el tejido. Barra =1 cm.

N?* que contenia

El tejido de un caso portador de la mutacion de la PPA lowa D23
patologia AAC muy severa, mostr6 una falta total de sefial radioactiva en
autorradiografia (Figura 20A), siendo su aspecto indistinguible del de controles sanos.
Este hallazgo apoya la idea de que [F-18]-AV-1451 se une con mucha mas afinidad y
selectividad a las lesiones de tau en forma de PHF que a las de B-amiloide, idea que fue

habia sido ya sugerida en publicaciones previas.?®

Muestras de tejido que contenian lesiones distintas a tau en forma de inclusiones de
TDP-43 (en un caso de DFT-TDP-43, Figura 20B) y lesiones de a-sinucleina (en casos
de DCLw y AMS, Figura 20C-D) también mostraron una ausencia de sefal radioactiva

en la autorradiografia.
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La sefial radioactiva hallada en las muestras de mesencéfalo, localizada
especificamente en la sustancia negra y de forma independiente a la presencia o
ausencia de agregados de tau en ese tejido y al diagndstico patolégico subyacente de
cada caso, se bloqueaba casi completamente al afiadir 1 uM de AV-1451 no radioactivo
(Figura 20E). Este hallazgo apunta a que [F-18]-AV-1451 tiene una fuerte afinidad off-
target (no relacionada con tau) en la sustancia negra. También hallamos sefial
radioactiva, pero de menor intensidad, en muestras de tejido que contenian hemorragias
cerebrales parenquimatosas y subaracnoideas (Figura 22F-G), hecho que sugiere la
posibilidad de la existencia de una cierta afinidad de [F-18]-AV-1451 a este tipo de
lesiones. Al contrario que en las hemorragias agudas, no se detectd sefial radioactiva
alguna en tejido de un caso de siderosis superficial, condicidon que cursa con depésitos
de hierro debido a una pérdida créonica de hematies a través de los vasos sanguineos
(Figura 22E).

2.1.3. Autorradiografia de alta resoluciéon con emulsién nuclear

Con el objetivo de confirmar los hallazgos anteriores y obtener una mayor resolucion a
nivel celular, muestras de tejido adyacentes a las utilizadas en los experimentos de
autorradiografia con pantalla de fésforo se sumergieron en una emulsion fotografica
nuclear tras ser incubadas con [F-18]-AV-1451. Tras el revelado del tejido, los granos de
plata de la emulsion que habian sido golpeados por los positrones emitidos durante la
desintegracién del isétopo [F-18] cambiaron su composicion fisica, volviéndose de color
negro. De esta forma, fue posible identificar aquellas estructuras marcadas por [F-18]-
AV-1451 debajo de los granos de plata de color negro al observar el tejido en el
microscopio.

Al analizar tejido de casos con un diagnostico patolégico de EA, se visualizoé una gran
concentracion de granos de plata en la corteza cerebral, reflejando la presencia de [F-
18]-AV-1451 en esa localizacion, al contrario que en la sustancia blanca donde no se
detectaron granos de plata (Figura 21A). La distribucion de los granos de plata en la
corteza de casos de EA fue muy parecida al patron de tincién con el anticuerpo anti tau-
PHF en muestras de tejido adyacente. La mayor concentracion de granos de plata fue
identificada en las capas Ill y V de la corteza. Este hallazgo no es sorprendente ya que

es bien conocida la presencia de una mayor densidad de ONFs en esas dos capas de la

74



INVESTIGACION Y RESULTADOS

corteza en la EA.?** %% Por otro lado, la tincién con un anticuerpo anti B-amiloide reveld

un patrén cortical de placas mas difuso y sin ningun parecido al el de [F-18]-AV-1451.

Adicionalmente, se realizaron tinciones con varios anticuerpos tras la autorradiografia
con emulsion nuclear, para visualizar sobre qué estructuras se depositaron los granos
de plata modificados por la radioactividad. Esta técnica permitié confirmar que las
lesiones marcadas con [F-18]-AV-1451 debajo de los granos de plata de la emulsion
contenian tau-PHF, incluyendo principalmente ONFs (tanto intra como extraneuronales)
en la corteza de casos de EA, asi como neuritas distroficas tau positivas que rodeaban a
placas neuriticas (Figura 21B). El componente B-amiloideo en las placas y de los vasos
en forma de AAC (Figura 21C-D) no se marcé con granos de plata, confirmando que [F-
18]-AV-1451 no se une a B-amiloide.

En tejido de controles sanos sin patologia tau no se hall6 acumulacién detectable de
granos de plata en ninguna de las regiones analizadas. De forma similar, en las lesiones
de tau no-PHF presentes en el cerebro de ratones transgénicos rTg4510 (Figura 21E),
asi como en casos humanos con EPi, PSP y DCB (Figura 21F-H) no se hallaron granos
de plata. Este hallazgo enfatiza la alta selectividad y afinidad de [F-18]-AV-1451 por los
agregados de tau compuestos principalmente por PHF (presentes en la EA)
comparados con las lesiones de tau formadas por FR (tipicas de taupatias distintas a la
EA y ratones rTg4510).

También se analizaron casos con presencia de proteinas distintas a tau, incluyendo
TDP-43 y a-sinucleina. Como era esperable, no se detectaron granos de plata

colocalizados con estas proteinas (Figura 211-K).
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Figura 21. Autorradiografia de alta resolucion con emulsién nuclear
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Figura 21 (pagina anterior): Microfotografias de autorradiografia con emulsién nuclear con [F-18]-AV-
1451 de tejido cerebral de casos con EA (A-C), AAC portador de la mutacion de APP lowa D23N (D),
ratén transgénico rTg4510 (E), EPi (F), PSP (G), DCB (H), DCLW (l), MSA (J) y DFT-TDP-43 (K). Tras
la autorradiografia con emulsion nuclear, se realizaron tinciones con distintos anticuerpos (B, panel
izquierdo, C-K) o contra tincion con hematoxilina-eosina (B, panel medio). Los anticuerpos primarios
usados fueron: PHF-1 (obsequio del Dr. Peter Davies, A panel medio, B paneles izquierdo y derecho, E-
H), anti B-amiloide (A, panel derecho, C, D), anti a-sinucleina (I, J) y anti TDP-43 (K). La
autorradiografia con emulsidon nuclear mostré un gran acimulo de granos de plata modificados en la
corteza de casos con EA, especialmente en las capas Il y V (A, panel izquierdo), patron muy similar al
de la distribucién de los ONF tefiidos con PHF-1 (A, panel medio) pero distinto a las placas amiloideas
(A, panel derecho). Los granos de plata de la emulsion nuclear se acumularon en los ONFs (B, panel
izquierdo, flecha negra), tanto intraneuronales (B, panel medio, flecha negra) como extraneuronales (B,
panel medio, punta de flecha), asi como en las neuritas distréficas que rodean a placas densas (B,
panel derecho). No se observé ningun acumulo de granos de plata asociado a las placas amiloideas
difusas (C, asteriscos), a vasos con AAC (D, flechas vacias), a ovillos en ratones transgénicos rTg4510
(E, flechas vacias), a cuerpos de Pick en la EPi (F, flechas vacias), a placas astrociticas en la PSP (G,
flechas vacias) o a cuerpos espirales y ovillos globosos en la DCB (H, flechas vacias). Tampoco se
observaron granos de plata asociados a cuerpos de Lewy en la DCLw (I, flechas vacias), a inclusiones
de a-sinucleina en la AMS (J, flechas vacias) o a inclusiones de TDP-43 en la DFT-TDP-43 (K, flechas
vacias). Barras = 2 cm (A), 20 um (B), 50 ym (C-K).

Por ultimo, se empled la autorradiografia con emulsion nuclear para clarificar la sefial de
[F-18]-AV-1451 en la sustancia negra del mesencéfalo. Se observé como los granos de
plata de la emulsidon marcaban las neuronas que contienen el pigmento neuromelanina
de la sustancia negra (Figura 22A). Este hallazgo nos llevé a investigar otras regiones
con presencia de melanina: el epitelio pigmentado de la retina, la piel y un caso con
metdastasis cerebrales de un melanoma. En todas estas localizaciones hallamos granos
de plata cubriendo las lesiones de melanina y neuromelanina (Figura 22B-D),
independientemente de la presencia de tau en el tejido. Estos hallazgos nos permitieron
confirmar la afinidad off-target de [F-18]-AV-1451 por células que contienen melanina y

neuromelanina.

En menor grado, también se hallé sefial radioactiva asociada a hemorragias
parenquimatosas y subaracnoideas agudas (Figura 22F-G). Este hallazgo apunta a una
posible afinidad de [F-18]-AV-1451 por este tipo de lesiones. En un caso de siderosis
superficial®®® con abundantes depdsitos crénicos de hierro en forma de hemosiderina en
el cerebelo, no se evidencié acumulo de granos de plata sobre estas lesiones (Figura
22E), sugiriendo que el tiempo de evolucién del sangrado (agudo vs subagudo vs

crénico) influye en la afinidad de [F-18]-AV-1451 por estas lesiones.
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Figura 22. Senal off-target de [F-18]-AV-1451 en la neuromelanina, la melanina y el hierro
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Figura 22 (pagina anterior). Imadgenes de autorradiografia con pantalla de fosforo y emulsion nuclear con
[F-18]-AV-1451 en muestras de tejido del mesencéfalo incluyendo la sustancia negra en un caso de PSP
(A), piel (B) y epitelio pigmentado de la retina (C) en un caso de EA, un melanoma metastasico (D), el
cerebelo en un caso de siderosis superficial (E) y lesiones hemorragicas parenquimatosas (F) y
subaracnoideas (G). Las imagenes de autorradiografia con pantalla de fésforo se muestran en A-E,
paneles izquierdos y medios, F y G. Las imagenes de autorradiografia con emulsion nuclear se muestran
en A-E, panel derecho. Se observé una intensa sefial de [F-18]-AV-1451 en las neuronas que contienen
neuromelanina en la sustancia negra del mesencéfalo (A), los melanocitos cutaneos (B), los granulos
llenos de neuromelanina del epitelio pigmentado de la retina (C) y los melanocitos malignos de un caso de
melanoma metastasico (D). En el caso de siderosis superficial, se observé una ausencia de sefial
asociada a los depdésitos crénicos de hemosiderina en el cerebelo (E). En lesiones hemorragicas
parenquimatosas (F, asterisco) y subaracnoideas (G, asterisco), el trazador mostrd una leve sefial. Barras
=1 cm (imagenes de autorradiografia con pantalla de fésforo), 50 um (A, C, D, paneles derechos), 25 ym
(B, E, paneles derechos).

2.1.4. Ensayos de union in vitro con [H-3]-AV-1451

La Tabla 13 muestra los niveles de unién de [H-3]-AV-1451 de alicuotas de tejido
congelado homogeneizado representativo de multiples regiones cerebrales y distintas

patologias subyacentes.

En general, los resultados obtenidos de los ensayos de unién in vitro con [H-3]-AV-1451
coinciden con los de los experimentos con autorradiografia descritos previamente: los
niveles mas elevados del trazador se identificaron en regiones que contenian ONFs en
casos con EA, comparados con controles sanos y casos de taupatias distintas a la EA,
AAC y casos que contenian inclusiones de TDP-43 y a-sinucleina. A destacar el hecho
de que con esta técnica, las diferencias numéricas de union del trazador al tejido entre
casos con y sin EA parecen relativamente mas estrechas, y el indice senal/ruido es
relativamente bajo al compararlo con las diferencias tan robustas halladas al aplicar las
técnicas de autorradiografia. Este hecho puede ser debido a las altas concentraciones
de etanol (30-70%) utilizadas en los estudios de autorradiografia pero no en los ensayos
de unién in vitro, siendo el etanol mas efectivo en lavar la sefial no especifica

comparado con el PBS.

Es digno de mencién también que la sefial mas elevada en los ensayos de unién se
hallé en el caso del melanoma metastasico y en los casos de hemorragias
parenquimatosa y subaracnoidea, hecho que apunta a estas lesiones como potenciales

dianas de union de AV-1451 distintas a tau.
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Tabla 13. Ensayos de unién in vitro con [H-3]-AV-1451

Diagnéstico [H-3]- AV- | piagnéstico [H-3]- AV-
atglé ico n Region cerebral 1451 atglé ico Region cerebral 1451
P 9 (pmoligr) P 9 (pmol/gr)
CTL 2 Corteza parietal 132 PSP Sustancia negra 92
Corteza temporal 180 Talamo 240
Corteza occipital 144 Puente 111
HPC/CE 165 Ganglios basales 205
Sustancia negra 226 CBD Corteza frontal 106-210
Cerebelo 238 Corteza temporal 137-177
Ganglios basales 179 DLB Corteza parietal 152
EA 3 Corteza frontal 198 Corteza occipital 238
Corteza parietal 258 Sustancia negra 139-238
Corteza occipital 301 Cerebelo 183
HPC/CE 299 Ganglios basales 141
Sustancia negra 88-220 MSA Corteza frontal 168-210
Cerebelo 219 DFT-TDP-43 Corteza frontal 125
Ganglios basales 124 Corteza parietal 208
AAC 1 Cortezafrontal 142 Melanoma Lobulo frontal 611
metastasico
Corteza parietal 248 Lobulo parietal 451
Corteza occipital 259 Siderosis Cerebelo 270
superficial
EPi 3 Corteza frontal 94-207 Hemorraglg Corteza temporal 652
subaracnoidea
Corteza temporal 148 Corteza parietal 434
HPC/CE 300 Raton rTg4510 Cerebro completo 167-180
Sustancia negra 234 f{aton no Cerebro completo 145-183
ransgénico
Cerebelo 244
Ganglios basales 162
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2.2. Segunda parte: estudio de tres individuos a los que se les realizé PET

con [F-18]-AV-1451 y examen neuropatolégico

2.2.1. Casos clinicos

El sujeto 1 era un vardn con una historia de 7 afios de duracion de irritabilidad
progresiva, dificultades en el lenguaje y pérdida de memoria a corto plazo de inicio a los
69 afios. Fue diagnosticado de APP tipo agramatico/apraxico.?®?*' Con el tiempo
desarrollé disfagia, inestabilidad de la marcha con caidas frecuentes, temblor en las
manos, rigidez en el brazo derecho y limitacién de la mirada vertical, con lo que cumplioé
los criterios clinicos de PSP.% Se le realizé una PET con [F-18]-AV-1451 a los 76 afios

de edad, en ese momento su Clinical Dementia Rating (CDR) scale®*

global era 1,
indicando demencia leve, y su CDR suma de casillas era 7.5. El sujeto fallecié a los 15

meses de la PET a la edad de 77 afios.

El sujeto 2 era un varén que desarrollé temblor en las manos e inestabilidad de la
marcha progresivos a los 61 afios de edad. El diagndstico clinico inicial fue enfermedad
de Parkinson, pero tuvo una pobre respuesta a la L-Dopa. Posteriormente desarrolld
multiples caidas, disartria, disfagia, diplopia con limitacién de la mirada vertical y
disautonomia, cumpliendo criterios clinicos de PSP.%8 A los 68 afios se realizé una PET-
[F-18]-AV-1451, estando en silla de ruedas debido a una marcada inestabilidad postural.
En ese momento su CDR?** global era 1y su CDR suma de casillas 4.5. El sujeto

fallecié 5 meses después de la PET.

El sujeto 3 era un varén con un deterioro cognitivo progresivo y alteracién de la
conducta de inicio a los 53 afios. Fue diagnosticado de variante conductual de DFT.?
Varios miembros de su familia, incluyendo su madre y una tia materna, también tenian
sintomas consistentes con esta entidad. Un test genético identificd la mutacién P301L
en el gen MAPT.?**2* A |os 56 afios se realizé una PET-[F-18]-AV-1451, por aquel
entonces apenas emitia lenguaje espontaneamente y presentaba también signos leves
de parkinsonismo. Su CDR?** global era 2, indicando demencia moderada, y su CDR
suma de casillas 14. El sujeto fallecié 8 meses tras la realizacién de la PET tras una

neumonia por aspiracion.
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2.2.2. PET-[F-18]-AV-1451

Las imagenes coronales de la PET-[F-18]-AV-1451 realizadas en los tres sujetos del

estudio se muestran en la Figura 23, usando una escala de color para SUVR de 1 a 2.

Figura 23. PET-F-18]-AV-1451 en los sujetos del estudio
A

Sujeto 1 PSP

Sujeto 2 PSP

M Control, 85 afios @ Sujeto 3 MAPT P301L ©

EA, 78 anos
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Figura 23 (pagina anterior). Imagenes de la PET-[F-18]-AV-1451 de los tres sujetos del estudio (A-C)
junto con las de un control cognitivamente sano de 85 afios de edad (D) y un paciente diagnosticado
clinicamente de EA de 78 afios de edad (D). La PET del sujeto 1, con un diagnoéstico de PSP, muestra
una captacion significativa de [F-18]-AV-1451 limitada a los ganglios basales y al mesencéfalo, y una
menor sefial en la sustancia blanca frontal izquierda, I6bulo temporal izquierdo y la sustancia blanca
cerebelosa bilateralmente (A). El sujeto 2, también con un diagnéstico de PSP, tiene un patron muy
similar al del sujeto anterior con una retencion muy elevada en los ganglios basales y mesencéfalo, y
una sefial menos intensa en las regiones frontales y temporales de predominio en el hemisferio derecho
(B). La PET del sujeto 3, portador de una mutacién P301L en el gen MAPT, también tiene una sefial
predominante en los ganglios basales y en el mesencéfalo (C). El sujeto control anciano muestra un
patrén de retencién de [F-18]-AV-1451 en la PET muy similar a los tres sujetos del estudio, con sefial
elevada en los ganglios basales y el mesencéfalo, y retencion de menor intensidad en las regiones
temporales mediales e inferiores (D). Por otra parte, el paciente diagnosticado de EA tiene una PET con
[F-18]-AV-1451 con el patrén tipico de distribucion del trazador descrito en la EA," con una elevada
retencion en las regiones temporal inferior y lateral, parietal, occipital y en precuneo y cingulo posterior
(E) Nota: la escala de color usada en las imaaenes representa una SUVR de 1 a 2.

El escaner del sujeto 1 mostré una intensa captacién en los ganglios basales y en el
mesencéfalo. También se detectd una sefial mucho mas leve en el I6bulo frontal
izquierdo y en los I6bulos temporales inferiores a nivel bilateral, asi como en la sustancia
blanca cerebelosa bilateralmente (Figura 22A). En los sujetos 2 y 3 la PET también
mostrd una intensa sefial en los ganglios basales y el mesencéfalo, ademas de una
discreta captacion en la union entre la sustancia blanca y corteza en regiones

temporales y frontales (Figuras 22 B y C, respectivamente).

2.2.3. Evaluacion neuropatolégica

En la Figura 24 se pueden observar microfotografias del tejido cerebral de los tres

individuos del estudio tenido con el anticuerpo PHF-1 (obsequio del Dr. Peter Davies).

Los sujetos 1y 2 tenian un examen neuropatoldgico similar, en el que se revelo la
presencia de muy abundantes inclusiones tau positivas, principalmente en las células
gliales, en forma de astrocitos “en penacho”, cuerpos espirales e hilos de neurdpilo
(Figura 24A y B). Estas inclusiones tau+ estaban distribuidas en el tallo del encéfalo, el
cerebelo, el tdlamo, el palido, las regiones limbicas y la neocorteza, y es consistente con
un diagnéstico patolégico de PSP.?' Adicionalmente, se hallaron varios ONFs en la CE y
la region CA1 de la formacién hipocampal en ambos casos. No se evidencié presencia

de patologia AB, TDP-43 o a-sinucleina.
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El fenotipo patologico del sujeto 3 incluyé multiples granos tau positivos de pequefio
tamano (Figura 24C) en varias regiones cerebrales, en la corteza y sustancia blanca,
con una afectacion predominante de los ganglios basales con patologia glial
particularmente en las fibras de Wilson. En la CE se hallaron algunos ONFs, asi como

varias placas AP difusas en la CE y corteza temporal inferior y algunas inclusiones TDP-
43+,

Figura 24. Examen neuropatolégico de los sujetos del estudio

A

Sujeto 1 PSP

Sujeto 2 PSP

(@)

Sujeto 3 MAPT P301L
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Figura 24 (pagina anterior). Microfotografias del tejido cerebral de los tres sujetos del estudio tefiido con el
anticuerpo PHF-1 (1.100, obsequio del Dr. Peter Davies). En los sujetos 1y 2, ambos con un diagnéstico
patoldgico de PSP, se detectd una elevada carga de inclusiones tau positivas en multiples regiones
cerebrales, en forma de placas astrociticas (A y B, paneles izquierdos) e hilos de neurdpilo (B panel
derecho). En el sujeto 3, portador de la mutacion P301L en el gen MAPT, se hallaron multiples granos tau
positivos de pequefio tamafo, especialmente en los ganglios basales, particularmente en las fibras de
Wilson (C). Barras: 50 um (A, B y C, paneles izquierdos), 20 uym (A, B y C paneles derechos).

2.2.4. Autorradiografia con pantalla de fésforo

Los experimentos con autorradiografia con pantalla de fésforo, usando alicuotas del
trazador preparado para su uso en neuroimagen in vivo ese mismo dia, mostro un
patrén idéntico en los tres sujetos del estudio (Figura 25 A, C y E). Como era esperable,
una intensa sefial fue detectada en las cortezas de casos de EA que contenian
abundante carga de ONFs. No obstante, no se evidencio sefal detectable de [F-18]-AV-
1451 en multiples regiones de los tres casos del estudio, incluyendo corteza y sustancia
blanca, que contenian una elevada cantidad de agregados de tau no-PHF, siendo las
unicas excepciones la CE (reflejando el hallazgo incidental de ONFs relacionados con el
envejecimiento) y el mesencéfalo (reflejando senal off-target en las neuronas que
contienen neuromelanina). El mesencéfalo del sujeto 1 no pudo ser analizado. En
ambas regiones, se hallé una sefal localizada del trazador que se bloqueaba con AV-
1451 no radioactivo. No se hallé sefal autorradiografica en el cerebelo, area usada en
los estudios de neuroimagen in vivo como regién de referencia por su ausencia de
captacion, ni en los ganglios basales, a pesar de la intensa captacion de [F-18]-AV-1451
en la PET detectada en estos tres sujetos (Figura 22A-C) asi como en sujetos ancianos

cognitivamente sanos.
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Figura 25. Autorradiografia con pantalla de fésforo y con emulsion nuclear en los sujetos de estudio
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Figura 25 (arriba). Imagenes de autorradiografia con pantalla de fésforo (A, C y E) y autorradiografia
con emulsion nuclear (B, D y F) realizadas en muestras de tejido cerebral de los sujetos del estudio. Los
tres casos mostraron unos hallazgos similares, con una sefal no detectable del trazador en
autorradiografia con pantalla de fésforo en multiples regiones cerebrales que contenian una gran
cantidad de lesiones tau positivas, incluyendo los ganglios basales, region que mostré una elevada
retencién in vivo en la PET (A, C y E). Las Unicas dos excepciones fueron la corteza entorrinal
(asterisco) y el mesencéfalo (asterisco). Las imagenes de microscopia del tejido cerebral tras la
realizacién de autorradiografia con emulsion nuclear y tincién con el anticuerpo PHF-1 (obsequio del Dr.
Peter Davies) tampoco mostraron ninguna sefial significativa en las distintas inclusiones y granos tau
positivos (B, D y F). Se hallé una intensa sefial de granos de plata sobre las neuronas que contienen
neuromelanina de la sustancia negra (D, F). Barras: 20um (B imagen superior derecha e imagenes
inferiores, D imagenes inferiores y F), 50um (B imagen superior izquierda y D imagenes inferiores), 1
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2.2.5. Autorradiografia de alta resolucion con emulsion nuclear

Para confirmar las observaciones anteriores y obtener resolucion a nivel celular,
muestras de tejido adyacente al usado en la autorradiografia con pantalla de fésforo se
sumergieron en una emulsion nuclear, seguido por la realizacion de inmunotinciones
con anticuerpos contra tau. La autorradiografia de alta resolucion usando emulsién
nuclear en los tres individuos estudiados mostré resultados similares y estuvo en
concordancia con los resultados de la primera parte de este trabajo. Los depdsitos de
granos de plata no se depositaron sobre ninguna inclusién o grano tau positivo formado
por FR en las multiples regiones cerebrales analizadas en los tres sujetos del estudio
(Figura 25B, D y F). Las dos uUnicas excepciones fueron los ONFs formados por tau-
PHF en la CE asi como las neuronas que contienen neuromelanina en la sustancia
negra en el bloque de tejido de mesencéfalo, que si fueron marcadas por granos de
plata (Figura 25D y F). Las placas A difusas y las inclusiones TDP-43, presentes en el

sujeto 3, no se colocalizaron con granos de plata de la emulsién.

2.2.6. Ensayos de unioén in vitro con [H-3]-AV-1451

Los ensayos in vitro con [H-3]-AV-1451, realizados en alicuotas derivadas del mismo
tejido cerebral usado en los experimentos de autorradiografia, no detectaron ninguna
correlacion significativa entre la captacion in vivo de [F-18]-AV-1451 en la PET y la unién
de [H-3]-AV-1451 en el tejido cerebral en las mismas regiones, como se muestra en la
Figura 26 (sujeto 1: R>=0.025, p=0.485; sujeto 2: R?>=0.06, p=0.299; sujeto 3: R?>=0.06,
p=0.299). Varias regiones cerebrales mostraron unos niveles levemente mas elevados
de senal in vitro que tejido proveniente de controles sin patologia tau. No obstante, esas
mismas regiones tenian una captacioén in vivo de [F-18]-AV-1451 en la PET ausente o

minima, con la excepcion de los ganglios basales (Figura 26).
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Figura 26. Ensayos de unién in vitro con [H-3]-AV-1451 y correlaciéon con la capta
18]-AV-1451 en la PET en los sujetos del estudio
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los graficos. No se hallé correlacion significativa entre la captacion in vivo en la PET y
cerebral de AV-1451 en ninguno de los casos del estudio.

Figura 26 (arriba). Imagenes de secciones coronales de la RMN (izquierda) y sus correspondientes PET-[F-
18]-AV-1451 (medio) y bloques de tejido de la autopsia (derecha) (A, C y E), y graficos de los analisis de
correlacion entre la captacion in vivo del trazador con la unién in vitro en el tejido de [H-3]-AV-1451 (B, D y
F). Nota: los nimeros mostrados en las imagenes de la PET corresponden con las regiones analizadas en

la unién al tejido

2.2.7. Cuantificaciones bioquimicas de distintas especies de tau con SDD-

AGE

La SDD-AGE de la tau inmunoprecipitada se realizé en homogeneizado

s cerebrales

derivados del mismo tejido usado en los experimentos de autorradiografia y ensayos in

vitro y que contenia regiones idénticas, con el objetivo de cuantificar los

niveles de las

distintas especies de tau. Esta técnica revel6 la presencia de tau en forma de

monomeros y multiples especies de HMW que son probablemente oligd

meros. La

Figura 27 muestra imagenes representativas de las membranas derivadas del SDD-

AGE que contienen los homogeneizados de tejido cerebral de distintas regiones

cerebrales de los tres sujetos del estudio. Como era esperable, los nivel
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tau-p, particularmente en forma de especies de HMW, fueron sustancialmente inferiores
en los tres casos de taupatias no-EA comparado con el tejido cerebral de un caso con
EA. En los sujetos 1 y 3 no se detectd ninguna correlacién significativa entre los niveles
de las diferentes especies de tau en el tejido y la correspondiente captacion in vivo de
[F-18]-AV-1451 en las mismas regiones cerebrales (Figura 27B y F respectivamente).
El sujeto 2, no obstante, si mostré una relacion significativa entre la cantidad de tau
total-HMW postmortem y la sefial in vivo del trazador (R?=0.369, p=0.04), y también
entre la cantidad de tau-PHF (HMW y mondémeros) y la correspondiente captacion in
vivo (R?=0.383, p=0.032; R?*=0.599, p=0.004, respectivamente, Figura 27D). A destacar
que la correlacion significativa en el sujeto 2 estaba liderada por una gran region
correspondientes a los ganglios basales, y al excluir esta regién del analisis la
correlacion perdia su significacion estadistica. Es importante recalcar que varios grupos
han detectado una importante captacion in vivo de [F-18]-AV-1451 en los ganglios
basales en una proporcién importante de individuos ancianos independientemente de su
diagnostico clinico y abarcando todo el espectro clinico, desde controles cognitivamente
sanos hasta pacientes con demencia.” 2°® 2'° Por consiguiente, no esta claro si la sefial
in vivo en los ganglios basales representa, al menos en parte, patologia tau subyacente
o por el contrario refleja una retencién no especifica del trazador en el tejido cerebral en

esta region.
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Figura 27 (pagina anterior). Imagenes de las membranas SDD-AGE tefiidas con anticuerpos contra
tau total y PHF-1, respectivamente (A, C y E) y graficos de las correlaciones entre la captacion in vivo
de [F-18]-AV-1451 en la PET y las cuantificaciones bioquimicas de tau total y PHF medidas en las
mismas regiones (B, D y F). No se halloé ninguna correlacion entre la captacié in vivo en la PET y las
medidas postmortem de tau total y PHF en los sujetos 1y 3. En el sujeto 2, la captacion in vivo de [F-
18]-AV-1451 se correlaciono significativamente con la tau total-HMW (R?=0.369, p=0.04), tau-PHF-
HWM (R*=0.383, p=0.032) y tau-PHF — monomeros (R?*=0.588, p=0.004). La correlacion significativa
en el sujeto 2 estaba liderada por varias regiones que representan los ganglios basales y al excluir
estas tres regiones de los analisis se perdio la significacion.
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DISCUSION

El trabajo de investigacion realizado en esta tesis doctoral tiene como objetivo analizar
el sustrato neuropatoldgico de la captacion del nuevo trazador de tau para PET [F-18]-
AV-1451 para examinar su afinidad y selectividad hacia los distintos agregados de tau
que definen neuropatolégicamente la EA y otras taupatias. Con este objetivo, se
caracterizaron cuidadosamente los patrones autoradiograficos y de ensayo de union de
[F-18]-AV-1451 en muestras de tejido postmortem representativas de un amplio
espectro de patologias neurodegenerativas. Adicionalmente, se tuvo la oportunidad de
correlacionar directamente la captacion in vivo del trazador con la cuantificacion de
agregados de tau en el tejido cerebral asi como la sefal en la autorradiografia y los
ensayos de unién in vitro en tres sujetos a los que se les habia realizado una PET-[F-

18]-AV-1451 en vida y al fallecer se sometieron a autopsia.

Las observaciones derivadas de este trabajo sugieren que [F-18]-AV-1451 se une
fuertemente a lesiones formadas primariamente por tau en forma de PHF en muestras
de tejido cerebral en casos de EA (ONFs tanto intra como extraneuronales, asi como
neuritas distroficas) asi como a ONFs asociados con el envejecimiento presentes en la
corteza temporal medial de controles, pero por el contrario no se une de forma
significativa a inclusiones neuronales y gliales formadas principalmente por FR de tau en
muestras de taupatias distintas a la EA, ni a lesiones que contengan -amiloide, o-
sinucleina o TDP-43. Adicionalmente, se detecté una notable afinidad [F-18]-AV-1451
por células que contienen neuromelanina y melanina y, en menor grado, por lesiones
hemorragicas agudas y subagudas. Estos ultimos hallazgos representan una sefal off-
target de [F-18]-AV-1451, y deberian ser considerados detenidamente ya que podrian
tener implicaciones importantes en la interpretacion de la retencién del trazador en la

neuroimagen in vivo con PET.

AV-1451 fue originalmente seleccionado entre una lista de compuestos quimicos
evaluados en tejido cerebral humano teniendo como diana a lesiones tau-PHF en forma
de ONFs en los cerebros con EA, asi como en ONF localizados en la corteza temporal
medial y asociados con el envejecimiento que se observan frecuentemente en ancianos
cognitivamente sanos.?® Estudios iniciales de este compuesto sugirieron que tiene una
afinidad mas de 29 veces mayor para tau-PHF que para B-amiloide, y una unién
despreciable a otras proteinas como la monoxidasa.’® Los filamentos de tau presentes
en la EA estan formados por las 6 isoformas humanas cerebrales de tau y adoptan una
ultraestructura en forma de PHF. Lo mismo ocurre en el caso de los filamentos de tau

hallados en la corteza temporal asociados con el envejecimiento en ancianos
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cognitivamente sanos y en algunas taupatias distintas a la EA, como la encefalopatia
traumatica cronica,®*® la taupatia primariamente relacionada con el envejecimiento o
PART (primary age-related tauopathy),?* la enfermedad de Niemann-Pick tipo C,?* el
complejo parkinson-demencia de Guam,**® casos de enfermedad de Gerstmann-
Straussler-Scheinker?”® y algunos casos de mutaciones en el gen MAPT (como la
V337M**° y la R406W'"" #). Por el contrario, en otras taupatias como la EPi,” la PSP,®'
la CBD® y algunas mutaciones del gen MAPT (como la P301L?** #**), |os filamentos de
tau estan formado por un predominio o bien de 3R o de 4R y adoptan una

ultraestructura de FR.

Los datos preliminares derivados de estudios in vivo con PET han mostrado una
retencién significativamente mayor de [F-18]-AV-1451 en los cerebros de individuos
diagnosticados clinicamente de DCL y demencia tipo EA comparado con sujetos
cognitivamente normales." 2" 2°® Nuevos estudios han sugerido que la captacién in vivo
de [F-18]-AV-1451 en la PET de sujetos de edades comprendidas entre los 50 y los 95
afnos con y sin EA puede ser clasificada en patrones que se asemejan a aquellos que
describié Braak en su estadiaje de la patologia tau en la EA,*® aunque la relacién entre
los estadios de Braak asignados por la neuroimagen de tau in vivo y la neuropatologia
postmortem debe ser confirmada en tejido postmortem. La retencion de [F-18]-AV-1451,
especialmente en el I6bulo temporal inferior, también se correlaciona con niveles
elevados de tau-total y tau-p asi como niveles reducidos de AB,, en LCR en individuos
normales y con demencia tipo EA.?"?'® Estas observaciones iniciales tan prometedoras
en el campo de la EA deben confirmarse, no obstante, en estudios radiolégico-
patoldgicos. Por otro lado, la literatura referente a la neuroimagen con [F-18]-AV-1451
en taupatias no-Alzheimer es todavia escasa, se basa en casos aislados o grupos muy

pequefios de sujetos, y los resultados son conflictivos.'®

[F-18]-AV-1451 esta abriéndose camino como herramienta diagnéstica en la
investigacion clinica, y ha sido incluido en ensayos terapéuticos de nuevos tratamientos
para la EA, como el ensayo E4."*' Por este motivo, es especialmente importante en esta
fase inicial realizar un estudio exhaustivo para validar la sensibilidad y especificidad de
este nuevo trazador y para definir exactamente la patologia subyacente a la que éste se
une y que es responsable de la sefial detectada en la neuroimagen in vivo. Basados en
los hallazgos de recientes estudios in vivo con PET-[F-18]-AV-1451,"?%° |a hipétesis de
trabajo de este tesis doctoral fue que [F-18]-AV-1451 se uniria con una mayor afinidad y

especificidad a los agregados de tau-PHF en forma de ONFs caracteristicos de la EA'y
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tendria una afinidad nula o minima por tau en forma de FR y por otros agregados
proteicos distintos a tau formados por B-amiloide, a-sinucleina o TDP-43. Para confirmar
o refutar esta hipotesis, se emplearon tres métodos distintos (autorradiografia con
pantalla de fosforo usando [F-18]-AV-1451, autorradiografia de alta resolucién con
emulsién nuclear usando [F-18]-AV-1451 y ensayos de union in vitro con [H-3]-AV-1451)
para estudiar una serie de muestras de tejido cerebral obtenidos del banco de cerebros
del MADRC provenientes de autopsias de casos con diagnosticos definitivos de EA,
AAC, EPi, PSP, DCB, DFT-TDP-43, DCLw y AMS respectivamente, asi como cerebros

normales libres de patologia neurodegenerativa.

Los resultados de los experimentos con autorradiografia con pantalla de fésforo y
autorradiografia de alta resolucion con emulsién nuclear, ambas técnicas usando el
trazador [F-18]-AV-1451 (preparado unas horas antes en el Servicio de Medicina
Nuclear del MGH y usado ese mismo dia para realizar los estudios de PET in vivo),
confirmaron que mientras que [F-18]-AV-1451 se une avidamente a muestras de tejido
cerebral de casos con EA que contienen ONFs, éste no marca las muestras de tejido
que contienen AAC, a-sinucleina y TDP-43, ni tampoco el tejido de controles sanos sin
patologia neurodegenerativa. Un hallazgo importante fue que [F-18]-AV-1451 no se une
de forma significativa a agregados de tau no-PHF distintos a los ONFs en cerebros de
taupatias no EA (EPi, PSP y DCB) o en ratones transgénicos rTg4510. Por lo tanto,
estos datos sugieren que [F-18]-AV-1451 tiene una mayor afinidad para tau-PHF con
respecto a agregados de tau formados por FR en estas taupatias distintas a la EA.
Ademas, los experimentos realizados con autorradiografia también mostraron una sefal
radioactiva inequivoca en ONFs localizados en la CE (correspondiente a un estadio
Braak Il) en cerebros de sujetos ancianos sin patologia tipo Alzheimer, sirviendo este

hallazgo como control positivo interno 6ptimo en nuestros experimentos.

Los patrones autoradiograficos regionales y laminares de la distribucion de [F-18]-AV-
1451, observados con la combinacién de autorradiografia con emulsién nuclear e
inmunotinciones, se correlacionaron perfectamente con la localizacion de los clasicos

A, %% 29 siendo la union del trazador

ONFs en la corteza de cerebros con E
especialmente intensa en las capas Il y V. Estos experimentos también demostrando
una unién despreciable en la sustancia blanca libre de ONFs en tejido cerebral de casos

de EA.

Los experimentos con autorradiografia con emulsiéon nuclear permitieron ademas

confirmar que las estructuras marcadas por [F-18]-AV-1451 debajo de los granos de
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plata modificados por la radiacion son lesiones tau-PHF positivas, incluyendo ONFs
(tanto intra como extraneuronales u “ovillos fantasma”) asi como neuritas distréficas que
decoran la periferia de las placas neuriticas. Esto apunta a que estos dos tipos de
lesiones tau-PHF positivas son el principal sustrato patolégico de la senal in vivo de [F-

18]-AV-1451 detectada en la neuroimagen con PET en los casos de EA.

El examen microscopico de placas difusas, AAC, lesiones tau no-PHF y agregados de
a-sinucleina y TDP-43 confirmaron la ausencia de un acumulo significativo de granos de
plata de la emulsion nuclear en estas lesiones. Este hecho también apunta a la mayor
especificidad de [F-18]-AV-1451 por los agregados de tau-PHF en comparacién con

placas B-amiloide y depésitos de otras proteinas con estructura de hoja 8 plegada.

En concordancia con los anteriores hallazgos de autorradiografia, los resultados del
ensayo de unién in vitro con [H-3]-AV-1451 mostraron unos mayores niveles de union
del trazador en las muestras de casos con EA que contenian gran cantidad de ONFs
formados por tau-PHF, en comparacion con cerebros con agregados de tau no-PHF,
AAC o agregados de a-sinucleina y TDP-43 o controles sanos sin patologia. Con este
método, no obstante, cabe destacar que las diferencias halladas fueron mucho menos
robustas que las observadas con autorradiografia. Posibles hipétesis para explicar este
fendmeno son la unién no especifica de [H-3]-AV-1451 a componentes de la muestra
como la hemoglobina, asi como la ausencia de lavados con etanol. Esto podria explicar

la mayor sefal de fondo y el modesto indice sefal/ruido del ensayo de unién in vitro.

Estudios recientes con PET-[F-18]-AV-1451 muestran una retencion in vivo del trazador
particularmente elevada en la corteza temporal inferior asi como en la corteza de
asociacion parieto-occipital en pacientes con DCL y demencia tipo EA, y relativamente
una menor retencion en estructuras temporales mediales como son el hipocampo y la
CE." Es bien conocido por estudios neuropatoldgicos de cerebros con EA que mientras
que la densidad de ONFs en la EA es mayor en el I6bulo temporal medial, la carga de
placas neuriticas (y consiguientemente de neuritas PHF positivas) es relativamente baja
en esta regiodn, y particularmente elevada en las cortezas de asociacién temporal,
parietal y occipital.?*® El hallazgo de que [F-18]-AV-1451 se une a neuritas distréficas
tau-PHF positivas ademas de a los ONFs podria proporcionar una explicacion para este
patron de retencion regional visto en la neuroimagen in vivo en pacientes con DCL y

demencia tipo EA.
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Oftra observacion frecuente en los estudios in vivo con PET-[F-18]-AV-1451 es la
retencién anormalmente elevada del trazador observada en el mesencéfalo y los globos
oculares en una proporcion importante de sujetos ancianos con distintos diagndsticos
clinicos y grado de afectacion cognitiva (desde controles sanos hasta pacientes con
demencia). Los resultados de los experimentos con autorradiografia con emulsion
nuclear aportan una explicacion para algunos de estos hallazgos in vivo y demuestran
que [F-18]-AV-1451 no solamente se une a agregados de tau-PHF sino que también
tiene una diana fuera de blanco en estructuras que contienen neuromelanina,
incluyendo las neuronas pigmentadas de la sustancia negra y que es independiente de
la presencia o ausencia de patologia tau en el mesencéfalo. A pesar de que es bien
conocido de que la melanina y la neuromelanina tienen estructuras distintas, también se
observo de forma incidental una intensa sefial de [F-18]-AV-1451 en melanocitos
extracutaneos localizados en las leptomeninges. Este hallazgo motivo la investigacion
del epitelio pigmentario de la retina, la piel y un caso con un melanoma metastasico

cerebral, tejidos en los que también se evidencié una fuerte sefal del trazador.

Datos de autorradiografia sugieren que [F-18]-AV-1451 también presenta una débil
sefial off-target en hemorragias parenquimatosas y subaracnoideas. Este hallazgo es
particularmente relevante para la correcta interpretacion de la neuroimagen in vivo con

[F-18]-AV-1451 en pacientes con hemorragias cerebrales.

En estudios in vivo con [F-18]-AV-1451 se ha observado una retencion elevada en los
ganglios basales de forma bilateral en aproximadamente un 30-50% de sujetos, ' 2%% 21
especialmente aquellos de edad avanzada y abarcando todo el espectro cognitivo,
desde individuos cognitivamente sanos hasta pacientes con demencia, por lo que no es
un hallazgo especifico de casos en los que se sospecha patologia tau subyacente. Por
el contrario, los experimentos de autorradiografia no mostraron ninguna sefal
significativa del trazador en tejido de ganglios basales en todos los casos estudiados, a
pesar de la presencia de gran cantidad de agregados de tau no-PHF en el tejido de
casos de taupatias no-Alzheimer. Este hallazgo sugiere que la sefial observada en la
neuroimagen in vivo en los ganglios basales podria representar una uniéon no especifica
del trazador en esta localizacion influenciada por factores técnicos o bioldgicos
independientes a la presencia de tau en el tejido, pero no podemos descartar totalmente
que los lavados con etanol empleados en los experimentos con autorradiografia
eliminaran alguna senal muy débil de [F-18]-AV-1451 de las muestras de ganglios

basales. No obstante, cuando realizamos los mismos experimentos sin los lavados con
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etanol, una sefal inespecifica muy intensa se observo en todas las muestras, tanto en la
corteza como en la sustancia blanca, haciendo indistinguibles los casos con EA de los

controles (datos no mostrados).

Varios estudios, tras la publicacion de los datos de la primera parte de esta tesis, han
caracterizado la selectividad y afinidad de la union de AV-1451 en tejido cerebral a las
distintas especies de tau y otras proteinas, mostrando resultados similares la nuestro
con algunas distinciones. Sander et al.”*' demostré una intensa sefial de [F-18]-AV-1451
en la autorradiografia con pantalla de fosforo en la corteza cerebral en casos de EA, y
en menor grado también en tejido proveniente de casos de EPi y en algunos FTD-17,
incluyendo un portador de la mutacion del gen MAPT R406W. Tejido de casos con PSP,
DCB y DCL, al contrario, mostré una sefial muy baja indistinguible de los controles
sanos. No se hallé tampoco una correlacion significativa entre la sefal del trazador y la
carga de tau medida por inmunohistoquimica en las distintas entidades. Lowe et al.?*
estudio con autorradiografia con pantalla de fésforo en tejido cerebral de multiples
patologias neurodegenerativas y demostré que en tejido postmortem de casos de EA,
[F-18]-AV-1451 se localiza preferentemente en los ONFs comparado con las neuritas
distroficas, y se une con mas afinidad a los ONFs maduros respecto a los
extraneuronales o “fantasma”. En taupatias distintas a la EA (EPi, PSP y CBD), la sefial
autorradiografica fue negligible. Adicionalmente, se hallé una senal de poca intensidad
en casos con inclusiones TDP-43, y se confirmé la presencia de sefial en un portador de
la mutacion del gen MAPT R406W. Con respecto a la sefal off-target, concluyeron que
AV-1451 se une a pigmentos (neuronas con neuromelanina en la sustancia negra,
neuronas llenas de lipofuscina en el geniculado lateral, y estructuras con melanina

subpial), a calcificaciones en los plexos coroideos y al hierro.

En la segunda parte de esta tesis se tuvo la oportunidad unica de examinar
detalladamente las correlaciones entre la captacion regional in vivo y los patrones de
union especificos de AV-1451 en tejido cerebral postmortem en los tres primeros
individuos que se realizaron una PET con este trazador en vida y al fallecer se
sometieron a autopsia en el MGH. Los datos se obtuvieron de la combinacion de
autorradiografia con [F-18]-AV-1451, ensayos de union in vitro con [H-3]-AV-1451 y
cuantificaciéon de la tau inmunoprecipitada en la SDD-AGE en tejido cerebral de
autopsia, y el analisis de las correlaciones entre estas medidas postmortem y la
captacion in vivo de AV-1451 en la PET en las mismas regiones cerebrales. Hasta la

fecha, solo se ha publicado un estudio de correlacion radioldgica-patolégica con [F-18]-
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AV-1451 en un caso de un portador sintomatico de la mutacién del gen MAPT
R406W.?*" En este individuo la retencién del trazador se localizé en los I6bulos frontales
y temporales asi como en los ganglios basales y se colocalizé significativamente con la
cantidad de patologia tau cuantificada por inmunohistoquimica en estas mismas
regiones. Aunque no se realizé autorradiografia en el tejido de este individuo, otras
publicaciones han mostrado una fuerte sefial autorradiografica de [F-18]-AV-1451 en
portadores de esta misma mutacion.?" 2*? Esta mutacion en concreto da lugar a

agregados de tau que contienen las 6 isoformas de tau (3R+4R)""

y tienen una
ultraestructura de PHF,??? ambas caracteristicas compartidas con los clasicos ONFs

tipicos de la EA.

En concordancia con los resultados obtenidos en la primera parte de esta tesis, los
experimentos de autorradiografia demostraron una ausencia de sefial detectable de [F-
18]-AV-1451 en el tejido cerebral de los tres sujetos, que contenia abundante patologia
tau en forma de FR. Como excepcion, se halldé una intensa sefal local y selectiva del
trazador en la CE en los tres sujetos, reflejando patologia tau-PHF en forma de ONFs
asociada con el envejecimiento, que sirvid de control positivo interno en estos
experimentos, demostrando la selectividad del trazador para los agregados de tau en
forma de PHF. Adicionalmente, se evidencié una intensa senal autorradiografica del
trazador en la sustancia negra del mesencéfalo en estos casos, confirmando la sefial
off-target de AV-1451 en la neuromelanina también en estos tres sujetos. Estas
observaciones, asi como la falta de una correlacion robusta y consistente entre la
retencién regional in vivo de AV-1451 y la distribucién topografica de los agregados de
tau, los niveles de unién in vitro en el tejido o la cuantificacion de las distintas especies
de tau inmunoprecipitada por SDD-AGE en el tejido postmortem de estos sujetos
sugiere que [F-18]-AV-1451 puede no ser lo suficientemente sensible para detectar
agregados de tau formados principalmente por FR, reduciendo su potencial utilidad
como biomarcador de patologia tau en taupatias distintas a la EA como la PSP o

portadores de mutaciones en el gen como la P301L.

Algunos autores han reportado una retencioén elevada de [F-18]-AV-1451
predominantemente en el hipocampo, los ganglios basales y el mesencéfalo en
individuos con un diagndstico clinico de PSP, encefalopatia traumatica crénica y
algunos portadores de mutacién del gen MAPT P301L que fue inicialmente atribuida a la

presencia de patologia tau en estas regiones.?***° No obstante, este patrén de
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retencién in vivo de [F-18]-AV-1451, que también presentaban los tres sujetos del
estudio, es muy similar al observado en un elevado porcentaje de controles ancianos
cognitivamente sanos." 2°® 2'® Aunque los dos casos de PSP del estudio tenian muy
abundante patologia tau en el globo palido, el talamo y el mesencéfalo, regiones donde
la captacion in vivo del trazador era elevada, también se observaron numerosas
inclusiones de tau neuronales y gliales en el cerebelo, regiones limbicas y la neocorteza,
areas donde la captacion in vivo de [F-18]-AV-1451 estaba alrededor o por debajo del
limite de deteccién en la PET. De forma similar, en el individuo portador de la mutacion
MAPT P301L el examen neuropatolégico reveld un predominio de afectacion de los
ganglios basales con la presencia de multiples granos tau positivos de pequefo tamano.
No obstante, también se hallaron abundantes granos tau positivos en muchas otras
regiones cerebrales, tanto en la corteza como en la sustancia blanca, donde no se

evidencié captacion elevada del trazador en la PET.

Para explorar con mas precisién las correlaciones radioldgico-patolégicas en estos tres
casos, se analizaron las relaciones entre la retencion in vivo de [F-18]-AV-1451 en la
PET vy los niveles de unién in vitro de [H-3]-AV-1451 en multiples regiones cerebrales.
Estos analisis no detectaron ninguna correlacién significativa entre estas medidas en
ninguno de los tres casos. Este hallazgo, unido a los resultados de los experimentos con
autorradiografia, que muestran una ausencia de sefial de [F-18]-AV-1451 en mdltiples
regiones cerebrales que contienen grandes cantidades de agregados de tau
compuestos por FR, sugiere que la mayoria de la sefal in vivo detectada en estos tres
casos con taupatias no-Alzheimer en el I6bulo temporal medial y en el mesencéfalo es
secundaria a la presencia de ONFs relacionados con el envejecimiento y a la sefal off-
target en las neuronas que contienen neuromelanina en la sustancia negra,
respectivamente, mas que a los agregados de tau 4R que caracterizan estas entidades.
El sustrato subyacente a la captacion de [F-18]-AV-1451 en los ganglios basales en
estos tres sujetos asi como en otros casos sigue sin estar claro. La elevada retencion in
Vivo observada en un porcentaje importante de poblacién anciana con y sin deterioro
cognitivo, incluidos los tres sujetos del estudio, contrasta con la ausencia de sefal
autorradiografica de [F-18]-AV-1451 en las muestras de tejido de ganglios basales.
Adicionalmente, hemos estudiado con autorradiografia con pantalla de fésforo muestras
adicionales de ganglios basales de casos del banco de tejidos con una variedad de
enfermedades neurodegenerativas confirmadas neuropatolégicamente, algunos de ellos

conteniendo grandes cantidades de patologia tau-FR, observando una ausencia de
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sefal de [F-18]-AV-1451 en todos los casos, independientemente de la presencia de

agregados de tau en el tejido (datos no publicados).

La cuantificacién detallada de los acumulos de tau en multiples regiones cerebrales con
SDD-AGE, una técnica que preserva la ultraestructura de los filamentos de tau en
homogeneizados de tejido cerebral, permitié detectar no solamente monémeros de tau
sino también agregados de tau de alto peso molecular (HMW), que han sido implicados
recientemente en la actividad seeding de tau, y comparar las cantidades de las distintas
especies de tau en estos tres sujetos con los de cerebros con EA. Se observo, de forma
esperada, que los cerebros con taupatias no-Alzheimer contenian cantidades de tau
mucho menores que las detectadas en cerebros con EA.?*® Al comparar estas medidas
bioquimicas de tau total y tau-PHF con la correspondiente retencion in vivo de [F-18]-
AV-1451 en las mismas regiones cerebrales, no se hallé ninguna correlacién
significativa en los sujetos 1 y 3. Solamente en el sujeto 2 se detectdé una correlacion
significativa entre la sefial del trazador in vivo y las cantidades de tau total HMW, tau-
PHF HMW y tau-PHF monomérica. Hay que interpretar estos resultados de forma muy
cauta, ya que la significacién no se confirmé en los otros dos casos y era debida
exclusivamente a los datos de los ganglios basales, regién que suele exhibir, como ya
se ha explicado, una elevada captacion in vivo de [F-18]-AV-1451 independientemente

del diagndstico clinico incluso en ancianos cognitivamente sanos.

Los resultados de este estudio apoyan la idea de que el nuevo trazador para tau AV-
1451 se une con una alta afinidad a los agregados de tau en forma de ovillos
neurofibrilares que contienen las 6 isoformas de tau (3R+4R) presentes en los cerebros
con EA asi como en el I6bulo temporal medial en poblacién anciana. Este ligando
también exhibe una afinidad relativamente baja para las inclusiones de tau formadas por
las isoformas 4R y que adoptan una ultraestructura de filamentos rectos, como aquellas
presentes en los casos de PSP y mutacion MAPT P301L presentados en este estudio.
Estos datos enfatizan la importancia de nuevos estudios radiolégico-patologicos y
sugieren que AV-1451 puede tener una utilidad limitada para detectar la presencia de

agregados tau en taupatias distintas a la EA en vida del sujeto.
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Los resultados obtenidos de este trabajo sugieren que:

1.

[F-18]-AV-1451 es un trazador de tomografia con emision de positrones (PET)
gue se une con un alta afinidad y selectividad a los agregados de tau con una
estructura de filamentos de hélices apareadas (PHF) en forma de ovillos
neurofibrilares y neuritas distréficas en muestras de tejido cerebral de pacientes
con enfermedad de Alzheimer. Este trazador, sin embargo, no se une de forma
detectable a depodsitos de otras proteinas, tales como [B-amiloide, a-sinucleina o
TDP-43, lo que sugiere que podria ser muy prometedor para la deteccién in vivo

de depdsitos de tau en la enfermedad de Alzheimer.

[F-18]-AV-1451 tiene una relativa menor afinidad para agregados de tau
formados por filamentos rectos (FR) en muestras de tejido cerebral de pacientes
con otras taupatias distintas a la enfermedad de Alzheimer, tales como la
enfermedad de Pick, la paralisis supranuclear progresiva, la degeneracion

corticobasal o algunas mutaciones del gen MAPT.

[F-18]-AV-1451 tiene una sefal off-target en lesiones que contienen
neuromelanina y melanina, y en menor medida en lesiones hemorragicas, en
todas las muestras de tejido cerebral estudiadas independientemente del
diagnéstico patoldgico, que sera importante tener en cuenta para la correcta

interpretacion de las imagenes in vivo.

El estudio detallado de las correlaciones radiologico-patoldgicas en tres
individuos con taupatias distintas a la enfermedad de Alzheimer (dos casos con
paralisis supranuclear progresiva y un portador de mutacién P301L en el gen
MAPT, respectivamente) a los que se realizé PET-[F-18]-AV-1451 antes del
fallecimiento no pudo demostrar una relacion robusta y significativa entre la sefal
in vivo del trazador en multiples regiones de interés con su unién in vitro ni con
los niveles de patologia tau presentes en esas mismas regiones. Estos datos
sugieren que la utilidad clinica de AV-1451 como marcador subrogado para la
deteccién de patologia tau en forma de filamentos rectos en estas taupatias

distintas a la enfermedad de Alzheimer puede ser muy limitada.
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5. Los datos obtenidos en esta tesis doctoral aportan informacion importante para
la correcta interpretacion de los patrones de retencion in vivo en la PET del

nuevo compuesto para tau [F-18]-AV-1451.
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ANEXO

Abstract

OBJECTIVE:

To examine region- and substrate-specific autoradiographic and in vitro binding patterns
of positron emission tomography tracer [F-18]-AV-1451 (previously known as T807),
tailored to allow in vivo detection of paired helical filament-tau-containing lesions, and to
determine whether there is off-target binding to other amyloid/non-amyloid proteins.
METHODS:

We applied [F-18]-AV-1451 phosphor screen autoradiography, [F-18]-AV-1451 nuclear
emulsion autoradiography, and [H-3]-AV-1451 in vitro binding assays to the study of
postmortem samples from patients with a definite pathological diagnosis of Alzheimer
disease, frontotemporal lobar degeneration-tau, frontotemporal lobar degeneration-
transactive response DNA binding protein 43 (TDP-43), progressive supranuclear palsy,
corticobasal degeneration, dementia with Lewy bodies, multiple system atrophy, cerebral
amyloid angiopathy and elderly controls free of pathology.

RESULTS:

Our data suggest that [F-18]-AV-1451 strongly binds to tau lesions primarily made of
paired helical filaments in Alzheimer brains (eg, intraneuronal and extraneuronal tangles
and dystrophic neurites), but does not seem to bind to a significant extent to neuronal
and glial inclusions mainly composed of straight tau filaments in non-Alzheimer
tauopathy brains or to lesions containing f-amyloid, a-synuclein, or TDP-43. [F-18]-AV-
1451 off-target binding to neuromelanin- and melanin-containing cells and, to a lesser
extent, to brain hemorrhagic lesions was identified.

INTERPRETATION:

Our data suggest that [F-18]-AV-1451 holds promise as a surrogate marker for the
detection of brain tau pathology in the form of tangles and paired helical filament-tau-
containing neurites in Alzheimer brains but also point to its relatively lower affinity for
lesions primarily made of straight tau filaments in non-Alzheimer tauopathy cases and to
the existence of some [F-18]-AV-1451 off-target binding. These findings provide
important insights for interpreting in vivo patterns of [F-18]-AV-1451 retention.

© 2015 American Neurological Association.
PMID: 26344059 PMCID: PMC4900162 [Available on 2016-11-01] DOI:
10.1002/ana.24517
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