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1. Resumen

Los nuevos compuestos son candidatos potenciales para ser empleados
en el diagnostico temprano, como sondas para la visualizacion de las placas
seniles constituidas por depdsitos de proteina S-amiloide (A$), asi como para
el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer (EA), ya que inhiben el proceso
de plegamiento anémalo de proteinas. La EA es un trastorno neurodegene-
rativo que conlleva a la pérdida de las capacidades cognitivas y de memoria
y se evidencia fundamentalmente en la tercera edad. Cuba es un pais con
un 18,3 % de sus habitantes que supera los 60 afios y para el afio 2020 se
convertira en el pais de la regién con mayor proporcion de adultos mayores.
La prevalencia de la EA es de 150 000 personas y esta cifra alcanzara para
el 2040 el 2.7 % de la poblacion cubana adulta mayor. (J.J. Libre Anales de
la Academia de Ciencias de Cuba; 2011 2(2):1-18). La aparicion de las pla-
cas seniles ocurre 20 afos antes de que aparezcan los sintomas de la EA.
Por esto, resulta de gran valor disponer de un medio de diagnostico precoz
e in vivo que permita visualizarlas con el propdésito de implementar una tera-
pia temprana que puede retardar el inicio de la manifestacién de la EA. Asi,
en el Centro de Neurociencias de Cuba (CNEURO) se sintetizaron nuevos
compuestos derivados del naftaleno, mediante métodos de sintesis conven-
cionales. Estos compuestos son marcados con diferentes nucleidos (99mTc,
1311, 11C y 18F) y pueden ser utilizados como sondas para la visualizacion
de Ap fibrilos, mediante tomografia por emision de positrones (PET) y tomo-
grafia computarizada de emisién de fotén simple (SPECT). Se comprobd, in
vivo, que los radiofarmacos con 1311, 11C y 18F, son capaces de atravesar la
barrera hematoencefalica (BHE) en animales sanos y transgénicos (tipo EA),
siendo su captacion y tiempo de retencion mayor en el caso de los anima-
les transgénicos. Por otra parte, los estudios in silico de los compuestos evi-
denciaron que interactdan con los aminoacidos de la A3, responsables de la
agregacion proteica, desestabilizando su conformacién 3, por lo que pueden
modular el proceso de plegamiento anémalo de proteinas. Esto se compro-
bd en los estudios in vitro, en donde los compuestos modularon la cinética
del proceso de fibrilogénesis de proteinas modelos, lo cual fue monitorea-
do por técnicas espectroscopicas y microscopicas. También, los compuestos
presentaron actividad citoprotectora en cultivos de células granulares de cere-



belo expuestos a estimulos citotoxicos, lo cual se evidencid por los ensayos de
viabilidad celular y apoptosis realizados. Los resultados obtenidos avalan las
posibilidades de que los compuestos sean empleados como radiofarmacos
para el diagndéstico de la EA. Algunos de los compuestos resultan versatiles
a ser marcados con distintos radionucleidos lo que permite su adaptabilidad
al equipamiento disponible en el servicio de medicina nuclear. Los resulta-
dos en la modulacion de la fibrilogénesis como agentes terapéuticos para la
EA, sustentan futuros estudios encaminados hacia la evaluacién preclinica de
estos compuestos Los compuestos y sus procedimientos de sintesis son no-
vedosos. Los resultados de este trabajo forman parte de tres patentes, dos
aprobadas por la Oficina Cubana de la Propiedad Industrial (OCPI) y de ellas,
una aprobada por la Oficina Europea y de Sudéafrica, y la tercera solicitada an-
te la OCPI. También aparecen publicados en tres articulos nacionales y tres
internacionales. El trabajo ha sido expuesto en forma de cartel o presenta-
cion oral, en varios eventos internacionales y ha contribuido a la formacién de
nuevos profesionales.

2. Comunicacion Corta

2.1. Introduccion

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que
conlleva a la pérdida de las capacidades cognitivas y de la memoria, des-
orientacién, trastornos del lenguaje y cambios de conducta; problemas que se
agravan rapida e indeteniblemente en el tiempo, incidiendo de manera desfa-
vorable en la calidad de vida de los pacientes. Es devastadora, tanto para la
persona que la sufre, como para su entorno familiar y social.1-3 Después de
los 65 afnos, la probabilidad de desarrollar EA se duplica cada cinco afos, en
la misma medida en que se envejece, de tal manera que a los 85 afos esta
probabilidad se aproxima al 50 %[, 12, [3]. Dadas las tendencias demografi-
cas actuales, ha sido llamada la epidemia del siglo, por lo que se encuentra
entre las seis afecciones incluidas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) como una prioridad en relacién con la salud mental. Se calcula que,
a escala mundial, 36 millones de personas sufren de EA o alguna demencia
relacionada, cifra que deberd alcanzar los 66 millones en el afio 2030 y los
115 millones para el 2050[4].

La EA se caracteriza por la presencia en el cerebro de depésitos neuropatolé-



gicos (enrejados neurofibrilares y placas seniles), los cuales estan involucra-
dos en el proceso que conduce a la degeneracidén neuronal progresiva y a la
muerte neuronal[5, [6]. Las placas seniles se encuentran fuera de ellas y es-
tan formadas fundamentalmente por depésitos de péptidos S-amiloides (AS,
39-42 aminodcidos)[7]. Esta descrito que la implementacién de una terapia
temprana puede retardar el inicio de la manifestacion de la EA en cinco afos
y disminuir su prevalencia en un 50 %, por lo que se requiere un diagnostico
precoz de la enfermedad[8], 9].

Como agentes prometedores para el tratamiento de la EA se encuentran los
moduladores del plegamiento 5-amiloide10 y entre ellos, se encuentran las
chaperoninasi1, 12 o compuestos. Estas moléculas, de bajo peso molecular,
permiten estabilizar la conformacién de las proteinas frente al estrés térmico
asi como inhibir la formacién de estructuras mal plegadas y subsecuentemen-
te impedir la formacién de fibras amiloideas[13]. En el caso de la EA, aunque
no se ha descrito aun una terapia efectiva, la inhibicién de la formacién de
Ap fibrilos se considera una estrategia terapéutica razonable[14] [15]. Por ello,
han surgido diferentes investigaciones en la busqueda de moléculas que ma-
nifiestan esta propiedad. Entre estos se destaca el manejo de compuestos con
estructuras similares a los farmacos anti-inflamatorios no-esteroidales, ya que
a raiz de estudios epidemioldgicos se sabe que estos compuestos reducen el
riesgo relativo de padecer la EA. Estos compuestos pueden ser empleados
como diagnosticadores o farmacos para el manejo de esta enfermedad[16].
Por otra parte, en el mundo hace mas de diez afos se trabaja en el desa-
rrollo de métodos de neuroimagenes, que permitan el diagnéstico precoz de
la EA[17]. Varios son los compuestos desarrollados con el fin de visualizar la
presencia de las placas seniles o los enrejados neurofibrilares (EN).
Actualmente, el Florbetapir, el Flutemetamol y el Florbetaben han sido apro-
bados por la Agencia Reguladora de Alimentos y Medicamentos de los EEUU
(FDA de su siglas en inglés Food Drug Administration), para su uso clinico
en humanos mediante la tomografia de emision positronica (PET: de sus si-
glas en inglés Positron Emission Tomography)[18]. El costo de cada dosis, de
cualquiera de estos diagnosticadores, ronda los 1 600 USD. Investigaciones
recientes se han encaminado al desarrollo de radiofarmacos que posibiliten la
realizacién de estudios de tomografia de emisién de fotén unico (SPECT: de
sus siglas en inglés Single Photon Emission Computed Tomography), tanto
marcados con tecnecio-99m, como con yodo-123. Esta técnica resulta menos
sensible que la técnica PET, pero mas econémica ya que el equipamiento es
menos costoso, y tiene como ventaja que esta disponible en un nimero mayor
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de servicios de Medicina Nuclear[19, [20].

En este sentido, un compuesto que pueda ser marcado alternativamente con
tecnecio-99m o con radiois6topos de yodo (yodo-123,-131,-124), o con un
emisor de positrones (fluor-18), tiene un gran potencial comercial y una utili-
dad clinica mayor en el diagnéstico de esta enfermedad.

Esta situacion describe un problema, Cuba es un pais en vias de desarrollo
con indicadores de salud similares a los de paises desarrollados y con un rapi-
do envejecimiento de su poblacién total. EI 18,3 % de su poblacién supera los
60 anos y la esperanza de vida al nacer es de 77.97 anos, (76 anos para los
hombres y 80.02 para las mujeres) y de 22.09 afnos a los 60 afos y 8.8 anos
mas a los 80 anos. Se estima que para el afio 2020 Cuba se convertira en el
pais de Latinoamérica con mayor proporcién de adultos mayores (25 % de la
poblacién con 60 afos y mas de edad) (Anuario Estadistico MINSAP 2012;
http://www.sld.cu/servicios/estadisticas). De acuerdo con las investigaciones
realizadas sobre la prevalencia de la enfermedad, se estima una cifra de 150
000 personas con enfermedad de Alzheimer u otro tipo de demencia, cifra que
alcanzara 273 000 personas en el afio 2030. Sin una intervencion efectiva, es
decir si no se logra una cura para esta enfermedad en los préximos afnos, el
namero de cubanos con demencia se incrementara en 2.3 veces para el 2040
(300 000 personas con demencia), lo que significa el 2.7 % de la poblacion
cubana. Anualmente aparecen 28 570 casos nuevos (incidentes), de mane-
ra que en los proximos 30 afos, la demanda de cuidados a largo plazo para
personas con demencia se incrementara en 10 veces las necesidades actua-
les. (J.J. Llibre Anales de la Academia de Ciencias de Cuba; 2011 2(2):1-18).
Por ello, resulta imperioso el desarrollo de medios de diagnésticos certero y
de terapia que puedan ser implementados en nuestro pais. Con este trabajo
se ha desarrollado una serie de estudios que engloban la sintesis de deriva-
dos mono- y di-sutituidos de naftaleno, estudios in silico de los compuestos
para evaluar su afinidad por los péptidos 5-amiloideos, estudios in vitro para
evaluar la potencialidad de estos compuestos como agentes desagregaste de
proteinas (-plegadas y estudios in vivo para evaluar la potencialidad de los
compuestos como radiofarmacos para el diagnéstico de la EA.



3. Resultados

3.1. Obtenciéon de nuevos derivados de naftaleno para el
manejo de la Enfermedad de Alzheimer

En este trabajo se obtuvieron nuevos derivados de naftaleno mono susti-
tuidos, que portan cadenas amidoalquilicas de diferentes longitudes y distin-
tos grupos terminales, a través de métodos convencionales de sintesis. Co-
mo resultado, se sintetizaron diez derivados de naftaleno, con rendimientos
superiores a un 50 %, cuyas estructuras fueron confirmadas por IR, RMN
y Masas. Asimismo, se obtuvieron nuevos derivados di-sustituidos de nafta-
leno mediante un esquema de sintesis de cinco pasos. Todos los compuestos
obtenidos fueron caracterizados adecuadamente mediante sus propiedades
fisico-quimicas. Como resultado de este esquema de sintesis, se obtuvo el 3-
(6-metoxi-2-naftil)propil-4-metilbencenosulfonato, nuevo compuesto precursor
para el marcaje con 18F, y se obtuvo el 2-(3-fluoropropil)-6-metoxinanaftaleno
(19F), compuesto que fue empleado para la caracterizacion del derivado con
18F. Todos los compuestos obtenidos son nuevos y se encuentran protegidos
por dos patentes otorgadas por la OCPI.

3.2. Prediccion in silico de la zona de interaccion entre el
péptido S-amiloide y los compuestos derivados del naf-
taleno

Investigaciones reciente sugieren que la agregacion del péptido pequefo
[-amiloide (AS) juega un papel importante en el desarrollo de EA. La com-
prension de las interacciones de Aj con inhibidores de la agregacion a nivel
atémico es esencial para el desarrollo racional de las herramientas de diag-
néstico y de terapia. Varios compuestos derivados de naftaleno (CDN) se han
identificado previamente como inhibidores de la agregacion de A3 y algunos
de ellos fueron estudiados por QSAR. En este trabajo se utilizaron técnicas de
acoplamiento para encontrar y describir los posibles sitios de interaccién de
los CDN con Aj. Segun los célculos, estos compuestos interactian preferen-
temente con los aminoacidos S8-G9 E11-H13 Q15-L17 F19. Esta regién ha
sido reportada como crucial para la formacién de fibrilos amiloides. Se realizé
un cribado virtual y se encontr6é que las energias de interaccion entre los CDN
y AS se encontraban en el rango de -7,2 y -5,7 kcal/mol. Se realizaron los



calculos de dinamica molecular para evaluar la estabilidad del complejo CDN-
AgS. Las simulaciones mostraron que las interacciones hidrofébicas y polares
estabilizan la formacién de este complejo. Por ultimo, se calcularon las ener-
gias A G para evaluar la afinidad de los compuestos predichos a Aj3. Todos
estos estudios sugirieron que los CDN podrian ser utilizados como inhibidores
potenciales de la agregacién amiloide.

3.3. Evaluacion in vitro de nuevos derivados de naftaleno
como potenciales farmacos para la Enfermedad de Al-
zheimer

De los compuestos derivados monosustituidos sintetizados, seis modu-
laron, de forma tan favorable como la referencia empleada (naproxeno), la
cinética del proceso de fibrilogénesis de proteinas empleadas como modelos
(BSA, HSA y un fragmento de la amilina). Estas cinéticas fueron monitoreadas
por técnicas espectroscopicas (espectroscopia de fluorescencia y UV-Vis) y
los resultados fueron corroborados por técnicas microscépicas (TEM y AFM).
Dos de los compuestos presentaron actividad citoprotectora en cultivos de cé-
lulas granulares de cerebelo expuestos a estimulos citotdxicos, evidenciados
por ensayos de viabilidad celular y apoptosis. Todos estos resultados implican
un aporte novedoso al conocimiento cientifico y ademas sustentan futuros es-
tudios encaminados hacia la evaluacion preclinica de estos compuestos como
potenciales agentes terapéuticos de enfermedades asociadas al mal plega-
miento proteico, como la EA. Este resultado esta protegido por una solicitud
de patente realizada a la OCPI.

3.4. Evaluacion in vivo de nuevos derivados de naftaleno
como potenciales radiofarmacos para el diagnostico
de la Enfermedad de Alzheimer

Algunos de los compuestos sintetizados mono- y di- sustituidos de nafta-
leno fueron marcados con radiondclidos emisores de radiaciones gamma o
emisores de positrones.

En el caso de los derivados monosustituidos, se marcaron la N1 -(2 - aminoetil)-
N4-(1- naftil)succinimida con tecnecio - 99m y yodo-131. Asimismo, se obtuvo
la [N-metil-11C] N -[2-(metilamino)etil]- N’ - 1- naftilsuccinamida a través de



una N-alquilacién directa con el empleo de 11C[CH3I] y la amina primaria co-
rrespondiente. Los compuestos marcados con yodo-131 y carbono-11, fueron
evaluados in vivo para determinar su capacidad de atravesar la BHE en ani-
males sanos. De acuerdo con las imagenes obtenidas, ambos compuestos
atraviesan la BHE de forma bidireccional sin que se produzca deposicion en
el tejido del cerebro de rata, segun las imagenes obtenidas mediante las téc-
nicas PET-TAC y SPECT[11].

Por otro lado, se obtuvo un precursor disustituido de naftaleno para el ra-
diomarcaje con 18F. Este marcaje se realiz6 mediante una reaccién de sus-
titucion nucleofilica en un médulo automatico (TRACERIabFX F-N). Asi, se
obtuvo el 2-(3-[18F]-fluoropropil)-6-metoxinaftaleno, con una pureza radioqui-
mica mayor del 95% y una elevada actividad especifica (63.4 PBg/mol). El
radiofarmaco resulté estable por mas de 6 horas. El 2-(3-[18F]-fluoropropil)-6-
metoxinaftaleno, se inyecto via intravenosa en dosis de 3 a 6 MBqg/g de peso
del animal, en ratones transgénicos tipo Alzheimer y en controles. Se realiza-
ron estudios dinamicos PET/TAC y se analizaron las curvas tiempo-actividad.
El 2-(3-[18F]-fluoropropil)-6-metoxinaftaleno, atraveso la barrera hematoence-
falica del cerebro de los animales de experimentacién. Al comparar las curvas
tiempo-actividad de corteza frente SUV relativo a cerebelo, en animales trans-
génicos se observa mayor captacion de actividad con relacién a los controles.

3.5. Impactos cientificos y sociales del resultado

En Cuba la esperanza de vida al nacer es de alrededor de 78 afos, de
22,09 anos a los 60 anos y 8,8 afnos mas a los 80 afos. Actualmente el 18,3
% de la poblacién cubana supera los 60 afios. De acuerdo con el Anuario
Estadistico del MINSAP 2012, se estima que para el ano 2020 nuestro pais
se convertird en el pais de Latinoamérica con mayor proporcion de adultos
mayores (25 % de la poblaciéon con 60 afios y mas de edad). En los Anales
de la Academia de Ciencias de Cuba; 2011 se reporta que en Cuba 150 000
personas padecian de enfermedad de Alzheimer u otro tipo de demencia en
el 2010, cifra que alcanzara 273 000 personas en el afo 2030. Sin una inter-
vencidn efectiva, es decir si no se logra una cura para esta enfermedad en
los proximos afnos, el nimero de cubanos con demencia se incrementara en
2.3 veces para el 2040 (300 000 personas con demencia), lo que significa el
2.7 % de la poblacién cubana. Anualmente aparecen 28 570 casos nuevos
(incidentes), de manera que en los préximos 30 anos, la demanda de cuida-



dos a largo plazo para personas con demencia se incrementara en 10 veces
las necesidades actuales. Por todo esto, este trabajo tiene un gran impacto
social porque responde a la necesidad imperiosa desarrollar de medios de
diagnésticos certeros y de terapias para la EA, que puedan ser implemen-
tados en nuestro sistema nacional de salud. Esto concuerda con el objetivo
del gobierno cubano de proporcionar a su poblacién una mejor calidad de
vida, lo cual se refleja en el Lineamiento 144 de la Politica Econémica y So-
cial, consistente en "Brindar particular atencion al estudio e implementacién
de estrategias en todos los sectores de la sociedad para enfrentar los eleva-
dos niveles de envejecimiento de la poblacion”. El impacto cientifico de este
trabajo se resume en que se ha desarrollado una serie de estudios que en-
globan la sintesis de nuevos derivados mono- y di-sutituidos de naftaleno,
estudios in silico de los compuestos para evaluar su afinidad por los péptidos
[S-amiloideos, estudios in vitro para evaluar su potencialidad agentes desagre-
gante de proteinas (-plegadas y estudios in vivo para evaluar su potencialidad
como radiofarmacos para el diagnéstico de la EA.

Asi, el presente estudio permitié profundizar desde el punto de vista cienti-
fico, en la obtencion por sintesis quimica y la caracterizacién estructural de
algunas moléculas, derivadas del naftaleno. Ademas, con la evaluacion in vi-
tro realizada a estos compuestos, a través de técnicas espectroscopicas y
microscoépicas, se podran abordar los estudios futuros donde se estudie la
proteina Aj3, especifica de la EA. Esto sera extensivo a los estudios in vitro en
lineas celulares neuronales. Ademas, estos compuestos podrian ser emplea-
dos como radiofarmacos versétiles para el diagnéstico temprano de la EA,
debido a las posibilidades que presentan sus estructuras para unirse a distin-
tos radionucleidos, lo que los hace unicos a nivel mundial.

Los resultados de este trabajo forman parte de tres patentes, dos aprobadas
por la Oficina Cubana de la Propiedad Industrial (OCPI) y de ellas, una apro-
bada por la Oficina Europea y por Sudafrica, y la tercera solicitada ante la
OCPI. También aparecen publicados en tres articulos nacionales y tres inter-
nacionales. El trabajo ha sido expuesto en forma de cartel o presentacion oral,
en mas de 15 eventos internacionales, y ha contribuido a la formacién de ca-
pital humano: una tesis de doctorado, dos de maestria y cuatro tesis de grado
universitarias.
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