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Resumen

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa del sistema nervioso central con etiologia idiopatica,
caracterizada por una pérdida progresiva de la funcion intelectual. Las repercusiones econdmicas son
muy importantes ya que es un proceso patoldgico cronico que genera incapacidad laboral, carga fisica y
psiquica de los cuidadores y ademas requiere atencion social y sanitaria [1]. EIl mecanismo molecular que
por el cual se produce la patologia del Alzheimer no estd completamente esclarecido, aunque si se sabe
que se caracteriza por la formacion intracelular de ovillos neurofibrilares (NFTs) de agregados de proteina
tau hiperfosforilada en las células del sistema nervioso central y por la deposicion extracelular de placas
formadas por agregados de la proteina B-amiloide (AB), debido al mal procesamiento por parte de la
enzima B-secretasa. Estos agregados junto con la presencia de tejido dafiado en el cerebro producen una
estimulacion de la inflamacién crénica, en la que interviene el receptor de membrana RAGE [2]. Puesto
que se trata de una enfermedad multifactorial, para la que no existe un tratamiento farmacolégico eficaz,
solo paliativo, la estrategia que propone este trabajo es la busqueda de un farmaco multidiana que actue
sobre dos de los componentes mas relevantes en el desarrollo de la enfermedad: B-secretasa y el
receptor RAGE [3]. De este modo, hipotetizamos que se conseguira un efecto sinérgico, ya que se frenara
el progreso de la enfermedad al reducir la deposicion de beta-amiloides y se reducira la inflamacion,
mejorando la funcion cognitiva. Para ello, se plantea la realizacidon de un ensayo HTS, mediante la técnica
de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET), que permita el cribado sobre una
quimioteca, con el fin de encontrar posibles compuestos candidatos a inhibir las dos dianas
seleccionadas. Para evitar los posibles efectos adversos, seria necesario realizar diversos ensayos tanto
de toxicidad hepatica como sistémica, asi como establecer una Optima via de administraciéon y
vehiculizacion.
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Introduccién

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa del sistema nervioso central con etiologia idiopatica,
caracterizada por una pérdida progresiva de la funcion intelectual: memoria, conocimiento, lenguaje,
personalidad, relaciones vision-espacio, etc., debida a la muerte progresiva de neuronas. Ademas, es una
enfermedad para la que no existe un tratamiento farmacolégico eficaz, solo paliativo. El Alzheimer
comienza lentamente, pero con el tiempo los sintomas empeoran, lo que hace que el enfermo necesite
unos cuidados totales. Las repercusiones econdmicas son muy importantes ya que €s un proceso
patologico cronico que genera incapacidad laboral, carga fisica y psiquica de los cuidadores y, ademas,
requiere atencion social y sanitaria [1]. El mayor factor de riesgo es la edad, lo que constituye un
problema ya que en el ultimo siglo la esperanza de vida de la poblacion se ha duplicado hasta alcanzar los
82 aflos y ademas la tasa de natalidad ha disminuido progresivamente previéndose que para el 2049, haya
un gran namero de poblacion anciana y muy poca poblacion joven [4]. Por este motivo, se proyecta que
en 2030 se alcancen los 74.7 millones de enfermos de Alzheimer en todo el mundo [5]. El Alzheimer y
otras demencias son por tanto uno de los retos mas importante para la salud publica a nivel internacional
de cara al futuro [6].

Los estudios epidemioldgicos orientados hacia esta enfermedad, han definido algunos factores de riesgo
tanto genéticos como no genéticos confirmados por varias investigaciones. El factor de riesgo mas
caracteristico es la edad, aunque también se ha visto una mayor incidencia en mujeres que en hombres,
hecho que se asocia mas a su mayor esperanza de vida en comparacion con los hombres y a la
desaparicion de los estrogenos como neuroprotectores. Un factor también importante es el consumo de
tabaco, que aumenta el riesgo de padecer estas enfermedades ya que su consumo continuo aumenta el
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estrés oxidativo en el cerebro, lo que promueve la aparicion de las mismas [7]. Otro factor de riesgo es la
obesidad, debido a que el gen asociado a la obesidad (TPO) se expresa en el cerebro y su sobreexpresion
conlleva a una disminucion del 10% aproximadamente del 16bulo occipital y frontal, lo que produce una
disminucion de la cognicion [8]. La mayoria de los casos asociados a Alzheimer tienen una aparicion
tardia, desarrollada de manera aleatoria debido al fallo desconocido de las funciones neuronaldgicas por
el envejecimiento. Sin embargo, se ha localizado una mutacion en el gen de la alipoproteina E en el
cromosoma 19, implicada en el metabolismo y agregacion del péptido B-amiloide. Esta mutacion da lugar
a diferentes isoformas de la enzima (2, 3 y 4), dependiendo de la cual, la predisposicion a padecer la
enfermedad es diferente. La isoforma 4 conlleva mayor predisposiciéon mientras que la isoforma 2 parece
proteger frente a ella. Actualmente, se sabe que mutaciones en otros genes implicados en el correcto
procesamiento del f-amiloide, como CLU, CR1 [9] y genes que codifican para -secretasas, son también
responsables de que se desarrolle la enfermedad [10]. Por otro lado, hay casos documentados de herencia
(inferior al 10% de los casos de Alzheimer en la actualidad) debido a mutaciones en los cromosomas 1,
14 0 21 lo que parece indicar que se trata de una enfermedad multifactorial.

Caracteristicas y mecanismos moleculares de la enfermedad

El mecanismo molecular por el cual se produce la patologia del Alzheimer no estd completamente
esclarecido, aunque si se sabe que se caracteriza por la formacion intracelular de ovillos neurofibrilares
(NFTs) de agregados de proteina tau hiperfosforilada en las células del sistema nervioso central y por la
deposicion extracelular de placas formadas por agregados de la proteina B-amiloide (AB) [11]. Estos
agregados junto con la presencia de tejido dafiado en el cerebro producen una estimulacion de la
inflamacion croénica [12].

Ovillos neurofibrilares

La proteina tau forma parte de una familia de proteinas asociadas a microtubulos (MAPs), que se expresa
principalmente en neuronas. Esta proteina tau participa en el ensamblaje de mondémeros de tubulina
dentro de los microtibulos para dar lugar a la red de microtubulos neuronales, los cuales contribuyen al
mantenimiento de la forma celular y sirven como via de transporte a través de los axones. Se sabe que su
actividad esta regulada en gran parte por el equilibrio entre la fosforilacion y desfosforilacion, asi como
por el nimero de dominios funcionales de unién a tubulina, localizados en el extremo C—terminal de la
proteina. Durante el desarrollo de la enfermedad, se va produciendo una hiperfosforilacion de tau causada
por el desequilibrio entre quinasas y fosfatasas. La principal quinasa involucrada en las modificaciones de
tau y por tanto en degeneracion neuronal es la quinasa glucogeno sintetasa 3b (GSK3 b), mientras que la
principal fosfatasa en la PP2A [13]. Ademas de estas marcas histopatologicas, el cerebro de un enfermo
de Alzheimer presenta un nivel alto de gliosis reactiva (astrocitos “reactivos” y microglia “activada”), asi
como de marcadores de inflamacién y marcadores de muerte neuronal mediante la sefializacion a través
de la via NFkB, que da lugar a un aumento de produccién de citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-
1, IL-6, TNF-a, y multiples factores pro-apoptoticos [14].

Placas seniles

Las placas seniles se encuentran principalmente en el neocortex [13] y estan formadas por la acumulacion
de péptidos B-amiloides dentro del tejido neural, lo que induce una disfuncién del tejido, un deterioro
cognitivo [15]. Ademas favorecen la formacion de los ovillos neurofibrilares en el interior de las neuronas
mediante la sobre-activacion de la proteina quinasa GSK3b [16]. Estos péptidos B-amiloides surgen de la
escision de la proteina precursora amiloide (APP), una proteina transmembrana con papel fisioldgico
dentro de las células, por lo que en un estado normal no presenta neurotoxicidad [3]. Este precursor puede
ser procesado por tres enzimas diferentes: o-secretasa, P-secretasa y y-secretasa. Cuando APP es
procesada por o-secretasa, y secuencialmente por y-secretasa, se produce una proteina que no forma
agregados. Sin embargo, cuando APP es procesada por B-secretasa y secuencialmente por y-secretasa, se
producen varias isoformas del péptido P-amiloide (AP), las cuales tienden a agregarse y a formar estas
placas [17]. Las dos isoformas mas comunes son AP 1-40 y AP 1-42, que se diferencian en el sitio de
corte donde actla la y-secretasa. La AP 1-40 es la mas comun, pero AP 1-42 es la mas propensa a la
agregacion [16]. En la actualidad, estas secretasas se han propuesto como dianas en el desarrollo de
terapias contra el Alzheimer, desarrollandose por un lado activadores de a-secretasa como por ejemplo el
Etazolato y NCT0091834, los cuales han llegado a fases clinicas II/III [18]. Por otro lado, se han
desarrollado inhibidores de B-secretasa, como Merck’s MK-8931 y Astra Zeneca’s AZD3293 habiendo
llegado a fase clinica III [19] [20]. Otros fueron retirados en la fase II/IIl debido a problemas de
toxicidad, como LY2886721 [21]. Finalmente, otra estrategia fue el uso de inhibidores para y-secretasa,
como por ejemplo Bristol-Myers-Squibb’s avagacestat (BMS708163), los cuales fueron retirados
principalmente por sus pobres resultados [22].

Inflamacion cronica

La inflamacion cronica regulada por sobre-activacion de la microglia en el cerebro, acelera el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer [2]. Al ser por tanto uno de los componentes principales responsables de
la progresion y cronicidad de la enfermedad, el mantenimiento de la homeostasis de este sistema de



defensa es crucial en la ralentizacién de la enfermedad. Aunque siempre se pensé que era un proceso
secundario a la degeneracion, ciertos experimentos recientes han demostrado que algunos mediadores
inflamatorios sobre-estimulaban la enzima B-secretasa, responsable del mal procesamiento de la proteina
precursora del B-amiloide (APP), produciendo asi una retroalimentacion positiva en el ciclo [23]. Estos
mediadores pro-inflamatorios liberados por las células de la microglia incluyen: citoquinas, proteinas del
complemento, especies reactivas de oxigeno, radicales libres y NO. El mayor responsable de la
estimulacion de estas células no solo es la neurodegeneracion del tejido sino también el propio péptido B-
amiloide. Este péptido actia como ligando de unos receptores de membrana presentes tanto en células de
la microglia como también en neuronas [12]. Este es el receptor RAGE (Receptor for Advanced Glycation
End Products), miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas de superficie. El receptor RAGE es una
proteina transmembrana constituida por cinco dominios estructurales: el dominio citosolico responsable
de la transduccion de la sefial intracelular, el dominio transmembrana que permite el anclaje del receptor a
la membrana y, por ultimo, tres dominios extracelulares (C1, C2 y V), dos de ellos son constantes y uno
variable, al cual se une el f-amiloide. La unién ligando-receptor provoca la activacion de GSK3. Esta
proteina presenta una doble funcién: la fosforilacion de tau y la activacion del factor de transcripcion NF-
kB. Este factor de transcripcion dencadena procesos apoptdticos en neuronas y la produccion de
citoquinas inflamatorias (IL-1, IL-5, TNF-a y TNF-B). en células de la microglia. Por ultimo NF-kB
también revula la expresion del propio receptor, de forma que existe una retroalimentacion positiva en
esta via que provoca la degeneracion de forma continua del tejido neuronal. Por lo tanto, el receptor
RAGE es un buen candidato a ser explorado como diana terapéutica, ya que su inactivacion frenaria la
apoptosis neuronal y la inflamacion [24]. Uno de los abordajes terapéuticos actuales es la inhibicion de la
via NF-kB donde la curcumina es un ejemplo clasico ya que es un polifenol natural que reduce la
respuesta inflamatoria inhibiendo la translocacion nuclear de NF-kB [25]. Sin embargo, debido a sus
caracteristicas farmacocinéticas su aplicacion en terapéutica estd muy limitada. Actualmente, estd en
desarrollo otro inhibidor, Gx-50, capaz de reducir la produccién de citoquinas pro-inflamatorias en
modelos de raton con enfermedad de Alzheimer; aunque atin no ha conseguido entrar en fase clinica.

132 Z-M Shief ol Journal of the Neurological Sciences 366 (2016) 127-134

cytoplasm

nucleus

A senile plague
l kﬁm[]n = =
D) N
@ |_' h:?ﬁ: @ apuplosis
ranr.lm'fl _ - g
@@ mik 146
mik 125 l
i miR155
EEREny RN A neuran death

pemory impairment

Fig L Thisdiagram shows the different mediators of AR, ROS and inflammatory cytokines are involved in AD pathogenesis through NF+:B activation leading to downstream targets
changes and form loop o aggravate AD. PI3K/AKT, MAPK and AGE/RAGE /GSK-3 pathways are involved in the process. While miR7 and PPAR repress NF-<B activation.

Tratamientos actuales

Actualmente son utilizados tratamientos que solamente palian los sintomas de esta enfermedad, pero no
frenan su progreso. Algunos de ellos son inhibidores de la acetilcolinesterasa, enzima encargada de la
hidrolisis de la acetilcolina (neurotransmisor), lo que aumenta la biodisponibilidad de esta sustancia,
permitiendo retrasar el déficit colinérgico provocado por los sintomas del Alzheimer. Entre este tipo de
farmacos encontramos el Donepezilo, Rivastigina, Galantamina y Tacrina [26]. También se utilizan
farmacos antagonistas de los receptores de glutamato del tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), otro
neurotransmisor imprescindible para la plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria [27]. El uso de este
tipo de famacos se debe a que en trastornos neurodegenerativos en general se produce un aumento en la
concentracion de glutamato lo que conlleva una sobreexcitacion de estos receptores que produce en
ultimo término la muerte celular [28]. Los efectos secundarios son compartidos entre todos ellos tales
como nauseas, vomitos, dolor de cabeza, diarreas y pérdida de apetito [29].

Nuevo abordaje

La naturaleza compleja y multifactorial de la enfermedad del Alzheimer hace que sea dificil encontrar
nuevas terapias efectivas y sobretodo que frenen su progreso. Por ello, recientemente la investigacion de



nuevas terapias estd basada en el diseno de farmacos multidiana (multi-target-directed ligands, MTDL).
Estos farmacos son moléculas capaces de unirse a varias dianas de forma mas eficaz y en comparacion
con la polifarmacologia presentan varias ventajas: evitan la sincronizacion de perfiles farmacocinéticos,
farmacoldgicos y toxicologicos de varios farmacos, evitan interacciones farmaco-fairmaco y simplifican
los ensayos clinicos y la posologia.

Materiales y métodos

Seleccion de dianas.

Tras la investigacion bibliografica sobre los diferentes mecanismos moleculares y las estrategias que
actualmente se utilizan para abordar la enfermedad, se seleccionaron como dianas la enzima p-secretasa y
el receptor de membrana RAGE con el objetivo de obtener moléculas candidatas capaces de inhibir
ambas. Dicha eleccion esta basada en las siguientes observaciones; en cuanto a la B-secretasa: a) La
acumulacion de la proteina B-amiloide es uno de los principales eventos patogénicos que ocurren en el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Existe un desequilibrio entre la produccion y la degradacion.
b) El APP cuando es procesado por la B-secretasa produce varias isoformas de la proteina f-amiloide las
cuales tienden a agregarse. ¢) La formacion del B-amiloide sobreactiva a la proteina GSK3, la cual
desencadena una hiperfosforilacion de tau responsable de la formacion de los ovillos neurofibrilares vy,
por tanto, la disfuncion sinaptica. En cuanto al receptor RAGE: a) La inflamacion cronica regulada por
sobre-activacion de la microglia en el cerebro acelera el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. b) El
receptor RAGE se encuentra expresado en las células de la microglia; activado gracias a la union del f3-
amiloide. ¢) RAGE es el responsable de la activacion de la via del NF-KB contribuyendo a la liberacion
de mediadores pro-inflamatorios como citoquinas, especies reactivas de oxigeno, proteinas del
complemento, radicales libre y NO. d) RAGE participa esencialmente en el desarrollo embrionario, por lo
que su inhibicion no tendra efectos adversos en individuos adultos.

En definitiva, en nuestro proyecto proponemos una aproximacion multidiana para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, para obtener nuevas moléculas capaces de inhibir a la B-secretasa y al receptor
RAGE. De este modo, nuestra hipdtesis es que se conseguira un efecto sinérgico, ya que se frenara el
progreso de la enfermedad al reducir la deposicion de beta-amiloides y se reducira la inflamacion,
mejorando la funcién cognitiva.

Ensayos de cribado.

Todos los compuestos disponibles en nuestra quimioteca se usaran para un primer cribado masivo con el
objetivo de encontrar compuestos que inhiban la enzima p-secretasa.

Cribado de alto rendimiento (HTS): ensayo enzimatico con (-secretasa (FRET).

Para llevarlo a cabo se utilizara el kit para ensayo FRET de B-secretasa (KIT f-secretasa FRET Assay Kit
Red — Panvera). Este kit se basa en el método transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET)
por el que se monitoriza el procesamiento del sustrato por la enzima. Para este ensayo, se usa la region de
la proteina precursora amiloide (APP) procesada por la B-secretasa (EVNLDAEFK), sintetizada junto con
dos fluoréforos, un donador de fluorescencia (derivado de rodamina) y un aceptor de fluorescencia a
ambos lados de la secuencia. El donador cede los electrones al aceptor al ser excitado por la luz mediante
transferencia de energia de resonancia. El sustrato intacto es débilmente fluorescente y se convierte en
altamente fluorescente cuando es procesado por la enzima. Por lo tanto, el incremento en la fluorescencia
esta linealmente relacionado con el ratio de protedlisis. Ademas, este kit cuenta con la proteina beta-
secretasa purificada expresada en Baculovirus.
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Cribado del receptor RAGE (FRET).

Una vez realizado el primer cribado para identificar los “hits” que presentan un efecto inhibitorio sobre 3-
secretasa, llevaremos a cabo un segundo cribado para identificar cuales de ellos presentan también un
efecto inhibitorio en la union del péptido B-amiloide al receptor RAGE. Para ello, emplearemos de nuevo
la técnica de FRET, pero en este caso con dos construcciones. Por un lado, tendremos un extracto del
dominio extracelular V del receptor RAGE (dominio de union del péptido B amiloide) unida a una
proteina fluorescente azul (CFP) que absorba excitacion a 450nm y emita a 475nm. Este extracto fue
previamente clonado y purificado en Baculovirus. Por otro lado, tendremos un extracto del péptido B-
amiloide unido a una proteina fluorescente amarilla (YFP), que emitira la fluorescencia a 530nm cuando
el péptido interaccione con el receptor y la YFP absorba la emision de la CFP tras incidir a 450nm. Esto
se obtiene mediante sintesis quimica de la secuencia de aminoacidos especifica unida a la YFP.



Si tras estos dos cribados no se consiguiera ninguna molécula con capacidad de actuar tanto sobre -
secretasa como sobre la union de RAGE a su sustrato, podriamos llevar a cabo el segundo cribado con
toda nuestra quimioteca para, basandonos en los hits encontrados en ambos cribado, sintetizar una
molécula con los dominios de unién a -secretasa y a RAGE.

Medicién citoquinas inflamatorias en la linea celular de neuroglioma H4.

Una vez obtenidos aquellos compuestos capaces de unirse a las dos dianas seleccionadas, el siguiente
paso seria ver como los distintos compuestos actiian in vitro sobre las células. Para ello, en primer lugar
se medirian los niveles de citoquinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a y TNF-a) en cé¢lulas de
neuroglioma H4 tratadas con los distintos compuestos. Aquellos compuestos que reduzcan los niveles de
estas citoquinas seran posibles candidatos para inhibir la inflamacion en microglia. Para este ensayo, se
dispondra de células H4 en placas de cultivo a las cuales se les tratard durante 24h con una concentracion
determinada de cada compuesto candidato, asi como células control sin tratamiento. Transcurrido este
tiempo, se toman los sobrenadantes para proceder al establecimiento de los perfiles de citoquinas
inflamatorias. Esta medicion se realizaria mediante la técnica ELISA (Ensayo Inmunoenzimatico Ligado
a Enzimas), la cual se basa en la deteccidon de un determinado antigeno presente en una muestra mediante
el uso de dos tipos de anticuerpos; un anticuerpo primario que se une al antigeno y un anticuerpo
secundario, enlazado a peroxidasa, que se une al primario y es capaz de generar un producto detectable
por un cambio de color. La aparicion de estos colorantes permite medir indirectamente el antigeno en la
muestra mediante espectrofotometria [30]. Cada muestra a evaluar serd incubada en diferentes placas con
los distintos anticuerpos primarios contra las citoquinas a medir. Tras la incubacion y los lavados
correspondientes se incubaran con un anticuerpo secundario. Finalmente se lava e incuba con un
cromogeno, parando la reaccion con H,SO4 . Se mide la absorbancia a 450 nm contra filtro de 550 nm
[31].

Tras nuestros crobados deberiamos encontrar alguin compuesto que inhibiera tanto B-secretasa como el
receptor RAGE y disminuya los niveles de citoquinas, dando lugar a uno o varios “hits”. Posteriormente
se deberian realizar otros ensayos como medir los niveles de especies reactivas de oxigeno en cultivos
celulares (células control y células tratadas con las moléculas “hits” seleccionadas). De este modo se
observaria si la inhibicion de la unidn ligando-receptor reduce el estrés oxidativo a través de la via NF-
kB. Es importante sefialar que al afiadir alguno de nuestros “hits” seleccionados a un cultivo celular de
células neuroglioma puede producirse la muerte de las células por citotoxicidad del farmaco, por lo que
habria que descartarlo de inmediato. Una vez obtenidos los “hits” que cumplen todas las caracteristicas
anteriores es necesario realizar ensayos de toxicidad empleando ratones modelo de Alzheimer para poder
conocer tanto el indice terapéutico de cada farmaco (curvas dosis-respuesta) como la hepatotoxicidad, lo
cual es uno de los efectos secundarios esperados de nuestros “hits”. Asi finalmente, seleccionariamos una
serie de candidatos con la menor toxicidad hepatica y sistémica; ademas de aquellos con un IC50 mas
bajo.

Discusidn

Nuestro farmaco, al igual que el resto de tratamientos en el mercado, puede dar lugar a efectos
secundarios, debido a dos razones principalmente; 1) interaccion inespecifica con moléculas no diana por
similitud de centros activos o 2) localizacion no especifica de nuestra diana en el organismo. Es este caso,
tanto B-secretasa como RAGE tienen una mayor expresion en higado y pulmoén respectivamente. No se
conoce exactamente la funcion de RAGE en el pulmén en individuos adultos, pero se ha visto que sus
rutas de sefializacion promueven la proliferacion, diferenciacion y migracion celular en los primeros
estadios del desarrollo embrionario, por lo que en individuos adultos no deberia presentar efectos
adversos [32]. Ademas, se ha visto en numerosos estudios que la inhibicion de RAGE disminuye la
inflamacion, por lo que protege de patologias como la enfermedad de Crohn o la diabetes. Sin embargo,
seria adecuado realizar un estudio mas exhaustivo sobre la toxicidad que puede provocar la inhibiciéon de
RAGE en células de pulmén para confirmar que no produce efectos secundarios. Por otra parte, los
inhibidores de B-secretasa dirigidos a células neuronales si han demostrado tener toxicidad en higado
debido su implicacion en el procesamiento de STGal6 (B-galactosidasa o(2,6) sialiltransferasa), enzima
encargada de la resistencia frente al estrés celular producido por radiacion [33].

Para resolver estos problemas de especificidad, es de especial importancia encontrar una adecuada
vehiculizacion del farmaco, asi como una forma de administracion directa al encéfalo. Una de las formas
mas eficaces son las nanoparticulas. Dentro de ellas, los dendrimeros y los liposomas son los vehiculos
mas utilizados en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Los dendrimeros son polimeros
sintéticos tridimensionales de entre 10-100 nm de didmetro que encapsulan el farmaco en su interior e
interaccionan con la barrera hematoencefalica (BHE) a través de sus moléculas de superficie. Por otro
lado, los liposomas estan formados por una bicapa lipidica en cuyo interior se encuentra un nucleo
hidrofilo en el que esta contenido el farmaco. Estos atraviesan la BHE mediante transcitosis mediada por
receptor y una vez dentro liberan su contenido [34]. Por lo tanto, el uso de estos vehiculos para la
administracion del farmaco contra Alzheimer proporcionaria un mayor rendimiento. Por ultimo,



aconsejamos su administracion a través del bulbo olfatorio, ya que permite una mayor absorcion por las
células del cerebro disminuyendo no so6lo la toxicidad fuera de este drgano sino también la dosis de
farmaco necesaria para el tratamiento. Finalmente el tamafio de las nanoparticulas no debe superar los
100 nm para evitar su acumulacion en pulmones, lo que podria producir toxicidad [35].
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