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ANTECEDENTES La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo multifactorial con importantes
alteraciones vasculares y hemostasicas que deben tenerse en cuenta durante el diagnéstico y el tratamiento.

OBJETIVOS Este estudio evalua si la anticoagulacion con dabigatran, un inhibidor directo de la trombina,
de administracién oral, autorizado para el uso clinico, con un riesgo bajo de hemorragia intracerebral, mejora la
patogenia de la EA en un modelo de EA en ratén transgénico.

METODOS Se trataron ratones con EA TgCRNDS y ratones de las mismas camadas de tipo natural (wild) durante

1 aflo con dabigatran etexilato o con un placebo. Se evalud la capacidad cognitiva con el empleo del laberinto de
Barnes, y se examind la perfusién cerebral con marcaje de espin arterial. A nivel molecular, se realizaron andlisis
de inmunoelectrotransferencia (Western blot) y andlisis histoquimicos para analizar el contenido de fibrina, la carga
de amiloide, la actividad neuroinflamatoria y la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE).

RESULTADOS La anticoagulacion con dabigatran previno la disminucién de la memoria, la hipoperfusion cerebral y
el depdsito toxico de fibrina en el cerebro de los ratones con EA. Ademas, el tratamiento con dabigatran a largo plazo
redujo significativamente la extension de las placas de amiloide, los oligdmeros, la microglia fagocitaria y los
linfocitos T infiltrados en un 23,7%, 51,8%, 31,3% y 32,2%, respectivamente. La anticoagulacion con dabigatran
previno también la astrogliosis y las alteraciones de los pericitos asociadas a la EA y mantuvo la expresion del canal
de agua de acuaporina-4 en los podocitos perivasculares astrocitarios de la BHE.

CONCLUSIONES La anticoagulacion a largo plazo con dabigatran inhibié la trombina y la formacién de trombos
oclusivos en la EA; preservo la capacidad cognitiva, la perfusion cerebral y la funcidn de la BHE; y redujo la
neuroinflamacion y el depésito de amiloide en ratones con EA. Nuestros resultados abren un campo para la futura
investigacion sobre la posibilidad de que el uso de anticoagulantes orales directos tenga valor terapéutico en la EA.
(J Am Coll Cardiol 2019;74:1910-23) © 2019 Los autores. Publicado por Elsevier en nombre de la American College
of Cardiology Foundation. Este es un articulo de acceso abierto (open access) que se publica bajo la licencia CC
BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0).
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ABREVIATURAS

Y ACRONIMOS

Ap = amiloide p

EA = enfermedad de Alzheimer
AQP4 = acuaporina 4

ASL = marcaje de espin arterial
BHE = barrera hematoencefalica
AAC = angiopatia amiloide cerebral
FSC = flujo sanguineo cerebral
AOD = anticoagulante oral directo
RM = resonancia magnética

PDGFR{ = receptor de factor de

crecimi de origen pl ario B
WB = Western blot
(i lectrotransferencia)

WT = tipo natural (wild type)

a enfermedad de Alzheimer (EA) es un

trastorno neurodegenerativo progre-

sivo y multifactorial caracterizado por
las placas de amiloide § (AB), los ovillos tau, la
neuroinflamacién y la atrofia cerebral (1). La
EA esta estrechamente relacionada con los fac-
tores de riesgo cardiovascular, y a menudo se
acompaiia de un componente vascular impor-
tante (2-4). La patologia cerebrovascular pre-
sente en la EA incluye la alteracion de la
barrera hematoencefdlica (BHE), disfuncion
de la unidad neurovascular, desacoplamiento
neurovascular y alteraciones del flujo sangui-
neo cerebral (FSC) (5-7). Ademas, en la EA hay
una disregulacién crénica de la hemostasia,

con un aumento de la generacién de trombina,
presencia de plaquetas activadas y fuga de proteinas
plasmaticas hacia el parénquima cerebral (8, 9), que
favorecen la formacién y la persistencia de coagulos de
fibrina (10, 11).

Se observa un aumento temprano de la fibrina (fibri-
négeno) en la EA (12), de forma intravascular y extravas-
cular en dareas de disfuncién sindptica y patologia
amiloide (10, 11), que causa una interaccién con el AR
(13, 14) e induce la formacién de coagulos resistentes
(10, 15). Dado que la reduccion de las concentraciones de
fibrina (fibrin6geno) en los ratones con EA retarda la
progresion de la enfermedad (10, 11, 16), existe la posi-
bilidad de que los tratamientos que normalizan el entor-
no protrombdtico presente en la EA puedan ser ttiles en
combinacidén con otras estrategias (17). De hecho, se ha
descrito que los anticoagulantes tradicionales aportan
un beneficio en los pacientes con demencia (18, 19) y en
los modelos de la EA en el ratén (20, 21). Sin embargo,
para superar sus importantes limitaciones, como la nece-
sidad de una supervision estricta y el riesgo elevado de
hemorragia, han surgido los anticoagulantes orales di-
rectos (AOD) como alternativa util (22). De entre estos
farmacos, el dabigatran es un inhibidor directo de la
trombina, de administracion oral, que ha sido autorizado
ya para varias indicaciones, como la prevencion del ictus
en pacientes con fibrilacidon auricular no valvular y el tra-
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tamiento del tromboembolismo venoso (23). El dabiga-
tran muestra interacciones minimas con otros fairmacos
(22), un riesgo bajo de hemorragia intracraneal (24, 25),
un potente efecto antiinflamatorio (26) y dispone de un
farmaco eficaz para revertir sus efectos (27).

Presentamos aqui una evidencia indicativa de que la
anticoagulacion a largo plazo con dabigatran proporcio-
na una mejora en multiples caracteristicas de la patoge-
nia de la EA. El tratamiento con dabigatran preservé la
memoria y la perfusion cerebral en ratones transgénicos
con EA, y ello se acompaiié de una mejora de la integri-
dad de la BHE, junto con unos niveles inferiores de fibri-
na, depdsito de amiloide y actividad neuroinflamatoria
en el cerebro con EA.

METODOS

RATONES. Se dispuso de ratones con EA TgCRND8 y rato-
nes de control de la misma camada, proporcionados por
The Tanz Centre for Research in Neurodegenerative Diseases,
University of Toronto, Canada (28). En este estudio se utili-
zaron tan solo hembras de ratén debido a la conducta agre-
siva de los machos TgCRND8 de las mismas camadas, y la
no viabilidad de un alojamiento de los animales de forma
individual para experimentos conductuales y de larga du-
racién. Se obtuvieron 70 ratones hembras mediante fecun-
dacidn in vitro: 37 ratones TgCRND8 y 33 ratones de tipo
natural (wild type) (WT). Cinco ratones TgCRND8 murie-
ron antes del destete y 8 murieron durante el tratamiento
con placebo/dabigatran, lo cual supone una pérdida de un
35% en los ratones TgCRNDS, que es coherente con lo indi-
cado en estudios anteriores (28). Tan solo muri6 1 ratén
WT, durante el tratamiento con placebo. El tratamiento con
placebo/dabigatran se realiz6 también en cohortes de
30 semanas de edad, de menor tamafio; y se extrajeron los
cerebros de esos animales que se incluyeron en los analisis
de Western blot (WB) (inmunoelectrotransferencia) e in-
munohistoquimicos. El tamafio del grupo utilizado en
todos los experimentos se indica en cada uno de los apar-
tados. Los protocolos de experimentacién en animales fue-
ron aprobados por los correspondientes comités locales
de cuidado y uso de los animales.
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TRATAMIENTO CON DABIGATRAN. Los ratones TgCR-
ND8 hembras de dos meses de edad y los ratones WT no
transgénicos de las mismas camadas (n = 13 a 18 rato-
nes/grupo) fueron asignados aleatoriamente a grupos
que recibieron un alimento suplementado con 5 mg/g
del profarmaco dabigatran etexilato (BIBR 1048) o de un
placebo (ambos proporcionados por Boehringer Ingelhe-
im, Ingelheim am Rhein, Alemania) y fueron tratados
hasta la edad de 30 semanas (30sem) (n = 8 a 11 rato-
nes/grupo) o hasta la edad de 60 semanas (60sem)
(n=5a7ratones/grupo). Se realizaron analisis del tiem-
po de trombina diluida, con objeto de determinar la con-
centracion del dabigatran en plasma (23).

LABERINTO DE BARNES. Se utilizé el laberinto de Bar-
nes para evaluar la memoria espacial en ratones TgCR-
ND8 de 25 semanas de edad y ratones WT de las mismas
camadas tratados con dabigatran/placebo durante 17 se-
manas (ratones/grupo: n = 16 WT/placebo; n = 14 EA/
placebo; n = 16 WT/dabigatran; n = 12 EA/dabigatran)
tal como se describe en el apartado de Métodos online.

MARCAJE DE ESPiN ARTERIAL. Se determiné el FSC
con métodos no invasivos utilizando resonancia magnéti-
ca (RM) con marcaje de espin arterial (ASL) en ratones
TgCRND8 de 40 semanas de edad y ratones WT de las
mismas camadas tratados con dabigatran/placebo du-
rante 32 semanas (ratones/grupo: n = 7 WT/placebo,
n =6 EA/placebo, n = 6 WT/dabigatran, n = 5 EA/dabiga-
tran) tal como se describe en el apartado de Métodos on-
line.

ANALISIS DE WB. Se extrajeron las fracciones de pro-
teina soluble e insoluble (con contenido de fibrina) de la
corteza y del hipocampo de los ratones en cada grupo
experimental) (ratones/grupo: n = 8 WT/30sem/place-
bo,n =9 EA/30sem/placebo, n = 10 WT/30sem/dabiga-
tran, n = 11 EA/30sem/dabigatrdn, n = 6 WT/60sem/
placebo, n = 6 EA/60sem/placebo, n = 6 WT/60sem/da-
bigatran, n = 5 EA/60sem/dabigatran) y se sometieron a
un analisis de WB tal como se describe en el apartado de
Métodos online.

TINCION Y CUANTIFICACION EN LOS CEREBROS DE
LOS RATONES. Se realizaron analisis inmunohistoqui-
micos de diaminobenzidina y doble inmunofluorescencia
en cortes de flotacion libre, segin un método descrito
anteriormente (29). Todos los analisis se llevaron a cabo
con un disefio de estudio ciego (enmascaramiento). El
tamafio de cada grupo experimental fue el mismo que el
descrito para la WB. Puede consultarse una informacién
detallada en el apartado de Métodos online.

ANALISIS ESTADISTICO. Todos los valores numéricos
se presentan en forma de media + EEM. Los graficos, los
calculos de valores atipicos y las estadisticas se genera-
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ron con el programa GraphPad Prism version 8.0.1 (Gra-
phPad Software, San Diego, California, Estados Unidos).
La comparacion de los 2 grupos (que se indica mediante
una linea horizontal en el grafico correspondiente) se
realiz6 con la prueba de t de Student. Para determinar si
el efecto del genotipo, la edad o el tratamiento eran signi-
ficativos, se llevaron a cabo andlisis de la varianza de
doble via, aplicando el post-test de Tukey para las com-
paraciones multiples. La significacién se presenta de la
siguiente forma: *p < 0,05, *p < 0,01 y **p < 0,001.

RESULTADOS

Los ratones hembra TgCRND8 con EA y los ratones no
transgénicos de las mismas camadas recibieron el ali-
mento con un suplemento de dabigatran etexilato o pla-
cebo a las 8 semanas de edad, inmediatamente antes del
inicio del depdsito de amiloide (figura 1). Basandonos en
los datos de consumo de alimento por ratén (~5 g), el
peso de los animales a lo largo de todo el estudio (26,5 *
4,0 g) y la baja biodisponibilidad del dabigatran etexilato
(6,5%) (30), estimamos que los ratones recibieron una
media de dosis de ~60 mg/kg de dabigatran etexilato alo
largo de 24 h. Los andlisis del tiempo de trombina diluida
indicaron un retraso en la formacién del coagulo en el
plasma de los ratones tratados con dabigatran (figura 1),
y lamedia de concentracion de dabigatran activo en plas-
ma a lo largo de todo el tratamiento fue de 141,2 *
72,5 ng/ml en el grupo de WT/dabigatran y de 125,7 *
64,5 ng/ml en el grupo de EA/dabigatran. Durante el tra-
tamiento con dabigatran/placebo, se evalué la memoria
espacial y el FSC, con el empleo del laberinto de Barnes y
de la RM-ASL, respectivamente (figura1). Los ratones fue-
ron sacrificados a las 30 0 60 semanas de edad, y se obtu-
vo tejido para los examenes de histologia y de WB
(figura1).

EL TRATAMIENTO CON DABIGATRAN PREVIENE LA
DISMINUCION DE LA MEMORIA ESPACIAL EN LOS RA-
TONES TGCRND8 CON EA. Los ratones TgCRND8 con
EA de 25 semanas de edad y los ratones WT de las mis-
mas camadas que fueron tratados con dabigatran/place-
bo fueron evaluados con la tarea del laberinto de Barnes
para determinar la memoria espacial. Durante el entre-
namiento, todos los ratones mostraron disminuciones
comparables de la latencia para la exploracion del orifi-
cio de salida, lo cual indicaba una adquisicién similar del
aprendizaje espacial (figura 2A). Sin embargo, durante
el ensayo de sondeo, cuando se obstruy6 el orificio de
salida y se les plante6 el reto de recuerdo de la memoria
espacial, los ratones TgCRND8 con EA tratados con place-
bo no recordaron en dénde estaba la caja de salida y
pasaron un tiempo similar cerca de los orificios diana
y no diana (figura 2B). Los ratones con EA tratados con
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FIGURA 1
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Se utilizaron ratones TgCRND8 con EA y ratones WT de las mismas camadas (n = 13 a 18 ratones hembra/grupo) en los que se inici6 un tratamiento con dabigatran/placebo a
las 8 semanas de edad, y se sacrificaron los animales al cabo de 22 semanas (a las 30 semanas de edad [30sem], n = 8 a 11 ratones/grupo) o de 52 semanas de tratamiento

(a las 60 semanas de edad [60sem], n = 5 a 7 ratones/grupo). Se realizaron examenes de histologia y analisis de WB en los 8 grupos experimentales (WT/30sem/placebo,
EA/30sem/placebo, WT/30sem/dabigatran, EA/30sem/dabigatran, WT/60sem/placebo, EA/60sem/placebo, WT/60sem/dabigatran y EA/60sem/dabigatran). Se extrajeron
muestras de sangre antes y después del tratamiento, para determinar la concentracién de dabigatrdn mediante determinaciones del tiempo de trombina diluida (se muestra

un gréfico representativo). Se utilizo el laberinto de Barnes para evaluar la memoria espacial 17 semanas después de iniciado el tratamiento (a las 25 semanas de edad, n =12 a
16 ratones/grupo). Se determind la perfusion cerebral de forma no invasiva mediante RM-ASL 32 semanas después de iniciado el tratamiento (a las 40 semanas de edad, n =5

a 7 ratones/grupo). EA = enfermedad de Alzheimer; ASL = marcaje de espin arterial; DAB = dabigatran; RM = resonancia magnética; WB = Western blot; WT = tipo natural (wild).

dabigatran presentaron unos resultados similares a los
de los ratones WT, puesto que pasaron un tiempo signifi-
cativamente mayor en las zonas diana que en las no diana
(figura 2B), lo cual demostraba que el tratamiento con
dabigatran en los ratones con EA tuvo un efecto benefi-
cioso en cuanto al recuerdo de la memoria espacial.

EL FSC ESTA CONSERVADO EN LOS RATONES CON
EA TRATADOS CON DABIGATRAN. Los experimentos
de RM-ASL se realizaron en ratones TgCRND8 y ratones
WT de 40 semanas de edad tratados con dabigatran/pla-
cebo para cuantificar el FSC (figura 3A). Detectamos una
hipoperfusién cortical significativa en los ratones TgCR-
ND8 con EA, con una disminucién del FSC de un ~15% en
comparacion con los ratones WT de las mismas camadas
(figura3B) (100,0 + 4,2% con WT /placebo frente a 85,8 =
3,4% con EA/placebo). El tratamiento con dabigatran
previno esa hipoperfusion (figura 3B) (85,8 * 3,4% con
EA/placebo frente a 112,7 + 9,6% con EA/dabigatran).

EL TRATAMIENTO CON DABIGATRAN PREVIENE EL
DEPOSITO DE FIBRINA EN EL CEREBRO CON EA. A
continuacién comparamos la cantidad de fibrina insolu-
ble presente en la corteza y en el hipocampo de los rato-
nes TgCRND8 y WT de 30 y de 60 semanas de edad,
tratados con dabigatran/placebo. Los analisis de WB pu-
sieron de manifiesto que el depésito de fibrina en el cere-
bro aumentaba a medida que avanzaba la edad de los
ratones y que progresaba la patologia de EA (figura 4)
(11). Sin embargo, después de una anticoagulaciéon a
largo plazo con dabigatran, hubo una menor cantidad de
fibrina en el cerebro con EA (figura 4), lo cual indicaba
que la inhibicién de la trombina previno la formacion de
coagulos de fibrina patolégicos y su acumulacion en el
cerebro de los ratones durante el curso de la enfermedad.

EL TRATAMIENTO CON DABIGATRAN REDUCE LA
CARGA DE AMILOIDE EN LOS RATONES CON EA. El
grado de patologia amiloide se midi6 con el empleo de
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inmunohistoquimica, utilizando el anticuerpo para Af
6E10. La tincién de 6E10 mostré una patologia de amiloi-
de cerebral amplia en los ratones TgCRND8 de 30 sema-
nas de edad, que aument6 a la edad de 60 semanas
(figura 5A). Los ratones TgCRND8 con EA tratados con
dabigatran presentaron también una patologia de AP a
ambas edades (figura 5A), pero la cuantificacién puso de
manifiesto que la carga de amiloide cortical se reducia
significativamente en un ~24% en el grupo de dabiga-
tran de 60 semanas en comparacion con los ratones tra-
tados con placebo (figura5B) (3,2 + 0,2% con EA/60sem/
placebo frente a 2,5 + 0,2% con EA/60sem/dabigatran).

Analizamos también si los oligdmeros, que son una de
las especies moleculares de Af mas toxicas (31), se redu-
cfan también con el tratamiento con dabigatran. La inmu-
notincién con el empleo del anticuerpo para oligémeros
de AR NAB61 (32) revel6 la presencia de un halo caracte-
ristico de tincion oligomérica alrededor de las placas de
amiloide en los ratones con EA (figura 5C) (33). Tal como
se preveia, la cantidad de oligémeros de Ap aumenté con
la edad en los ratones TgCRND8 tratados con placebo,
pero este aumento se atenud en un 51,8% en los ratones
con EA tratados con dabigatran (figura 5D) (2,1 + 0,5%
con EA/60sem/placebo frente a 1,0 * 0,2% con
EA/60sem/dabigatran). Estos resultados aportan una
evidencia indicativa de que el tratamiento a largo plazo
con dabigatran redujo de forma significativa la carga de
amiloide y la patologia de oligdmeros de Af en los rato-
nes con EA.

LA ANTICOAGULACION A LARGO PLAZO CON DABI-
GATRAN REDUCE LA NEUROINFLAMACION. La EA
tiene un claro componente inflamatorio, orquestado
principalmente por la microglia y los astrocitos (34). La
inmunohistoquimica de CD68 mostré acumulaciones de
microglia fagocitaria en el cerebro de los ratones TgCR-
ND8 que aumentaban con la edad y la progresién patolé-
gica (figuras 6A y 6B) (0,5 + 0,1% con EA/30sem/placebo
frente a 1,3 £ 0,2% con EA/60sem/placebo). La anticoa-
gulacién redujo la actividad neuroinflamatoria ya que
hubo una disminucién del 31% en los niveles corticales
de CD68 en los ratones con EA tratados con dabigatran
de 60 semanas de edad, en comparacion con el placebo
(figuras 6A y 6B) (1,3 + 0,2% con EA/60sem/placebo
frente a 0,9 £ 0,1% con EA/60sem/dabigatran). A conti-
nuacién analizamos si la astrogliosis asociada a la EA se
reducia también con la anticoagulacién a largo plazo. Los
andlisis de WB mostraron que los niveles globales de
2 marcadores que estan elevados en los astrocitos reacti-
vos, la vimentina y la proteina acida fibrilar glial (GFAP),
se redujeron significativamente, en un 50% y un 32,3%,
respectivamente, en los ratones TgCRND8 de 60 semanas
de edad tratados con dabigatran en comparacion con los
tratados con el placebo (figuras 6Cy 6D).
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FIGURA 2 Los ratones con EA tratados con dabigatran no mostraron un deterioro cognitivo
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Se sometid a los ratones TJCRNDS8 con EA y a los controles WT tratados con dabigatran/placebo
a la tarea del laberinto de Barnes para evaluar la memoria espacial a las 25 semanas de edad.
(A) Se entrend a los ratones durante 7 dias, y se determiné y representd graficamente la latencia
para explorar el orificio diana (tocarlo con el hocico). Todos los grupos aprendieron la posicion
de la caja de salida durante el entrenamiento. (B) Se determind y represent6 graficamente el
tiempo pasado cerca de los orificios de salida y adyacentes (cuadrante diana) y el tiempo medio
pasado cerca de otros orificios (cuadrantes distintos del cuadrante diana) durante el ensayo de
sondeo. Los ratones EA tratados con placebo no mostraron una preferencia por el drea diana,
mientras que los ratones con EA tratados con dabigatran exploraron la regién diana de un modo
significativamente mayor que las zonas distintas de la diana. Los graficos muestran la media +
EEM. *p < 0,05, **p < 0,01 para el cuadrante diana frente a los cuadrantes no diana en cada
grupo experimental. n = 12 a 16 ratones/grupo. Abreviaturas como en la figura 1.
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FIGURA 3 La perfusion cerebral se mantuvo en los ratones con EA tratados con dabigatran
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EL FSC se determind mediante RM-ASL en ratones TgCRND8 y ratones WT de 40 semanas de edad tratados con dabigatran/placebo. (A) Se

obtuvo una RM anatdémica que se us6 para delimitar las Rdl (arriba) corticales (azul) y taldmicas (verde) que se utilizaron para medir el FSC

en el mapa de reperfusion (abajo). (B) Los ratones con EA presentaron una disminucidn significativa del cociente de FSC (FSC cortical/FSC
taldmico) en comparacion con los ratones WT, mientras que los ratones con EA tratados con dabigatran presentaron unos niveles de perfusion
cerebral similares a los de los ratones WT. EL promedio del cociente de FSC en el grupo WT/placebo se tomé como 100%, y los ratones de los
demas grupos se indicaron como porcentajes relativos. Cada cuadrado o triangulo representa un ratén individual. EL grafico muestra los valores

la figura 1.

de media + EEM. *p < 0,05, n = 5 a 7 ratones/grupo. FSC = flujo sanguineo cerebral; Rdl = regién de interés; otras abreviaturas como en

La neuroinflamacion en la EA se caracteriza también
por una infiltracién de linfocitos T de sangre periférica
en el cerebro (35). Detectamos un aumento de los linfo-
citos CD3-positivos dentro del cerebro de los ratones
TgCRND8 en comparacién con los controles no transgé-
nicos, y su nimero aumenté durante la progresion pato-
logica con la edad (figuras 6E y 6F) (1,3 + 0,3 linfocitos
CD3+/mm? con EA/30sem/placebo frente a 8,2 + 1,2
linfocitos CD3+/mm? con EA/60sem/placebo). La ma-
yoria de los linfocitos CD3-positivos estaban extravasa-
dos en el parénquima cerebral (figura 6G), y este
reclutamiento hacia el cerebro se redujo en un 30% en
los ratones con EA de mayor edad tratados con dabiga-
tran (figuras 6E y 6F) (8,2 + 1,2 linfocitos CD3+/mm?2 con
EA/60sem/placebo frente a 5,6 + 0,7 linfocitos CD3+/

mm?

con EA/60sem/dabigatran). Todos estos resulta-
dos ponen de manifiesto que la anticoagulacién a largo
plazo con dabigatran redujo la neuroinflamaci6n asocia-

da ala EA.

EL TRATAMIENTO CON DABIGATRAN PRESERVO LA
INTEGRIDAD DE LA BHE EN LOS RATONES CON EA. A
continuacion analizamos la expresidn y la localizaciéon de
la acuaporina 4 (AQP4), un canal de agua que esta pre-
sente de forma selectiva en los podocitos perivasculares
astrocitarios y que es esencial para la eliminacion del AR
y el acoplamiento neurovascular (36). Se observo la pre-
sencia de AQP4 ubicada alrededor de los vasos sangui-
neos cerebrales en los ratones WT de 60 semanas de
edad (figuras 7A y 7B). Sin embargo, en los ratones con EA
de la misma edad, se observé una despolarizaciéon astro-
citaria con un desplazamiento de la expresion de AQP4
de los podocitos astrocitarios que circundaban los vasos
sanguineos a areas del neuropilo préximas a las placas de
amiloide (figura 7A). La cuantificacién mostré que la
AQP4 perivascular se redujo en un 30% en los ratones
con EA en comparacion con los controles WT de la misma
edad (figura 7C) (100,0 = 5,6% con WT/60sem/placebo
frente a 67,4 + 2,5% con EA/60sem/placebo). El trata-
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Se extrajo la fibrina de la corteza/hipocampo de ratones TYCRND8 con EA y ratones WT de 30 y de 60 semanas de edad, tratados con dabigatran/
placebo. (A) Se agregaron cantidades iguales de la fraccién que contenia la fibrina y se analizaron mediante WB con el empleo de un anticuerpo
especifico para la fibrina (fibrinégeno) (arriba) y luego se volvieron a examinar con un anticuerpo para la tubulina como control de carga (abajo).
Se utilizé un codgulo de fibrina in vitro como control positivo (+). (B) Se cuantificé la cantidad de cadena f de fibrina (doble flecha en A) y la de
tubulina en 8 andlisis de WB diferentes, se calculé el promedio y luego se representd graficamente. EL contenido de fibrina en el cerebro aumenté
con la edad y con la patologia de EA, pero el tratamiento con dabigatran previno el depdsito de fibrina en el cerebro en los ratones con EA de 60
semanas de edad. El grafico muestra los valores de media + EEM. El efecto del tratamiento (p < 0,0001) y el de la edad (p < 0,0001) son
significativos. **p < 0,01 para EA/60sem/placebo frente a EA/60sem/dabigatran. n = 5 a 11 ratones/grupo. Abreviaturas como en la figura 1.

miento con dabigatran previno en parte la redistribucion
de la expresion de AQP4 de los podocitos a las areas no
podocitarias en los ratones con EA (figura 7C) (67,4 +
2,5% con EA/60sem/placebo frente a 88,0 + 3,3% con
EA/60sem/dabigatran).

Dado que los pericitos son también parte integrante
de la unidad neurovascular, llevamos a cabo un analisis
inmunohistoquimico con el empleo del marcador perici-
tico receptor de factor de crecimiento de origen plaque-
tario 3 (PDGFRp). Observamos que los pericitos de los
ratones TgCRND8 con EA presentaban unas extensiones
hipertréficas anormales alrededor de los capilares (figu-
ras 7D), que eran similares a lo que se ha descrito en otras
lineas de ratones transgénicos con EA (37). Estas exten-
siones alargadas aumentaban de forma significativa el

area global positiva para PDGFRp en la corteza de los ra-
tones con EA de 60 semanas de edad, en comparacién
con los ratones WT de las mismas camadas (figura 7E)
(0,11 = 0,006% con WT/60sem/placebo frente a 0,18
0,02% con EA/60sem/placebo). El tratamiento con dabi-
gatran atenud estas alteraciones en la morfologia de los
pericitos y normalizé la tincién de PDGFR{ en los ratones
TgCRND8 con EA (figuras 7D y 7E) (0,18 + 0,02% con
EA/60sem/placebo frentea 0,08 +0,02% con EA/60sem/
dabigatran).

Considerados conjuntamente, nuestros resultados in-
dican que los efectos beneficiosos observados tras la an-
ticoagulacién a largo plazo con dabigatran podrian
deberse en parte a una mejor preservacion de la estruc-
tura y la integridad de la BHE.
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FIGURA 5 La anticoagulacion a largo plazo con dabigatran redujo la carga de amiloide en los ratones con EA
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Se analizo la patologia cerebral de Ap en ratones TgCRND8 y en ratones WT tratados con dabigatran (dab)/placebo (plac). (A) La inmunohistoquimica de Ag (6E10) mostrd
una patologia de amiloide extensa en todo el cerebro de los ratones TYCRND8 con EA de 30 y de 60 semanas de edad (en los recuadros se muestran a mayor aumento

las placas de amiloide corticales). Para mayor claridad se presentan los cortes y las areas corticales cuantificadas. (B) Las areas corticales positivas para 6E10 se redujeron en
un 23,7% en los ratones TgCRNDS tratados con dabigatran de 60 semanas de edad en comparacion con los tratados con placebo. (C) El andlisis de inmunofluorescencia de
oligdmeros de AB (NAB61 [verde]) mostrd una tincion alrededor de las placas de amiloide fibrilares (rojo Congo [rojol) en el cerebro de los ratones TgCRND8 (véase a mayor
aumento en los recuadros). Se obtuvieron imagenes de apilamiento de enfoque Z (Z-stack) para el examen de placas (tile-scan) confocal de la corteza parietal, y la
cuantificacion del area positiva para NAB61 mostré que el tratamiento con dabigatran redujo en un 51,8% la cantidad de oligémeros de Ap en la corteza cerebral de los
ratones con EA de 60 semanas (D). Los graficos muestran la media + EEM. El efecto del tratamiento (p = 0,0089 para el 6E10 y p = 0,0083 para el NAB61) y el de la edad
(p < 0,0001 para ambos) son significativos. *p < 0,05, **p < 0,01 para EA/60sem/placebo frente a EA/60sem/dabigatran. n = 5 a 11 ratones/grupo. Abreviaturas como en la
figural.
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FIGURA 6 El tratamiento con dabigatran redujo la neuroinflamacion en los ratones con EA
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(A) El andlisis inmunohistoquimico mostré acumulaciones de microglia positivas para CD68 en los ratones con EA de 30 semanas de edad y mas numerosas en los de

60 semanas de edad. (B) La cuantificacién del 4rea cortical positiva para CD68 mostré un reduccion del 31,3% en la cantidad de microglia fagocitica en los ratones con EA
tratados con dabigatran de 60 semanas de edad, en comparacién con los tratados con placebo. (C) Se extrajeron las proteinas solubles de los ratones de 60 semanas de
edad, se agruparon y se sometieron a WB con el empleo de un anticuerpo para la vimentina (arriba) y luego se volvieron a examinar con un anticuerpo para la GFAP (centro) y
un anticuerpo para la tubulina (control de carga, abajo). Se cuantificaron seis WB diferentes, que se promediaron y presentaron graficamente (D). Los productos de
degradacion de los marcadores astrocitarios vimentina y GFAP aumentaron de forma drastica en los ratones con EA en comparacion con los ratones WT (53) pero sus niveles
se redujeron en los ratones con EA tratados con dabigatrdn en un 50% y un 32,3%, respectivamente. (E) La tincién inmunohistoquimica mostro la presencia de linfocitos
CD3-positivos dispersos en el cerebro de los ratones con EA de 30 semanas de edad, que aumentaban con la edad y con la patologia. (F) La cuantificacién de los linfocitos
CD3-positivos en la corteza mostrd que los linfocitos T infiltrantes se redujeron de forma significativa en un 32,2% en los ratones con EA tratados con dabigatran en
comparacion con los tratados con placebo. (G) La doble inmunofluorescencia puso de manifiesto que los linfocitos CD3-positivos (rojo) no se encontraban en el interior de los
vasos sanguineos (CD31, verde) sino que se habian extravasado al parénquima cerebral. (B y F) El drea cortical cuantificada fue similar a la mostrada en las imagenes de baja
resolucion en la figura 5A. Los graficos muestran la media + EEM. El efecto del tratamiento y el de la edad fueron significativos (p < 0,0001 en ambos casos). *p < 0,05,

**p < 0,01, ***p < 0,001 para EA/60sem/placebo frente a EA/60sem/dabigatran. n = 5 a 11 ratones/grupo (AaF) y n = 5 a 6 ratones/grupo (Cy D). GFAP = proteina acida
fibrilar glial; otras abreviaturas como en las figuras 1y 5.
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FIGURA 7 El tratamiento con dabigatran preservo la expresion de AQP4 y la morfologia de los pericitos en la BHE
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DISCUSION

Cada vez es mayor la evidencia que respalda la presencia
de un estado procoagulante crénico en la EA, lo cual tiene
importantes consecuencias por lo que respecta a la apa-
ricién y la progresién de la enfermedad. Presentamos
aqui la evidencia conductual, fisiolégica y molecular que
indica que abordar el componente trombdtico de este
trastorno con un AOD produce una mejora en varias ca-
racteristicas distintivas patoldgicos de la EA en un mode-
lo de la EA en el raton (ilustracion central). El tratamiento
con dabigatran preservo la perfusion cerebral y previno
el deterioro de la memoria en los ratones TgCRND8 con
EA. Estas mejoras funcionales se acompafiaron a largo
plazo de una inhibicién de los depésitos de fibrina, una
reduccion de la carga de amiloide y de la actividad neu-
roinflamatoria y una mejora de la preservacion de la BHE
en el cerebro de los ratones con EA.

La acumulacién patoldgica de fibrina cerebral en el
parénquima del cerebro y en el interior de los vasos san-
guineos cerebrales desempefia un papel en la patogenia
de la EA (10, 11, 38). El tratamiento con dabigatran pre-
vino el depésito anormal de fibrina (figura 4), lo cual
puede haber facilitado la circulacién cerebral en el cere-
bro de los ratones con EA (figura 3). Este resultado es im-
portante ya que las alteraciones del FSC preceden a la
aparicion de la demencia (39). Ademas, la anticoagula-
cién a largo plazo redujo las placas de amiloide, y lo que
es mas importante, redujo a la mitad los niveles de oligé-
meros de Ap (figura 5), que son las especies moleculares
de AP tdxicas que se ha identificado que constituyen el
principal factor que contribuye a producir la disfuncién
sinaptica en la EA (31). Dado que el A muestra una in-
tensa interaccion con la fibrina (15) y el fibrindgeno (13),
y puesto que esta interaccion induce la formacién de coa-
gulos de sangre que son resistentes a la degradacién (10,
15), la reduccién de la cantidad de fibrina mediante una
anticoagulacion a largo plazo puede haber prevenido la
union del AP y su posterior atrapamiento en los coagulos
resistentes a la degradacion.

Es probable que hubiera mecanismos hemostasicos y
no hemostasicos que intervinieran en la reduccién de la
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neuroinflamacién de la EA que produjo el dabigatran (fi-
gura 6). La disminucion en la formacién de coagulos de
fibrina, y la consiguiente mejora del FSC, pueden haber
permitido un aporte adecuado de nutrientes y oxigeno al
cerebro para respaldar la salud y la funcién neuronales.
Ademas, el dabigatran inhibe también el efecto de la
trombina en la agregacion plaquetaria (23), con lo que
contribuye a reducir la hemostasia primaria y el recluta-
miento de leucocitos hacia el cerebro con EA. Por otra
parte, la trombina, la fibrina y el Af} actian como media-
dores proinflamatorios en la EA (9, 34, 40, 41). Asi pues,
la inhibicién de la trombina y el consiguiente descenso
de la acumulacién de fibrina y Ap en los ratones con EA
tratados con dabigatran contribuyeron a reducir la neu-
roinflamacidn. Los estudios realizados con el empleo de
otros modelos de la EA en el ratén han mostrado que la
inhibicion de la trombina reduce la respuesta neuroinfla-
matoria (40, 42), lo cual respalda también el papel de la
trombina en la inflamacién asociada a la EA.

La BHE esta comprometida en la EA, y ello se traduce
en un desacoplamiento neurovascular (6), junto con una
fuga de componentes del plasma (por ejemplo, trombina
y fibrina) hacia el parénquima cerebral, una falta de eli-
minaciéon adecuada de los productos de desecho (por
ejemplo, AP) y una infiltracién de células inmunitarias de
sangre periférica en el cerebro (5). La anticoagulaciéon a
largo plazo con dabigatran redujo todas estas manifesta-
ciones patolégicas, posiblemente a través de la preserva-
cion de los pericitos y los podocitos astrocitarios, que son
parte integrante de la unidad neurovascular (figura 7). El
dabigatran previno especificamente la redistribucion de
la AQP4 perivascular, que es uno de los factores clave que
intervienen en la captacion, eliminacion y transporte ac-
tivo del AP a través de la BHE (36), lo cual puede haber
facilitado el drenaje del Af y haber contribuido a reducir
con ello la carga de amiloide (figura 5). El tratamiento con
dabigatran previno también las alteraciones pericitarias
en el cerebro de los ratones con EA. Teniendo en cuenta
que, en la EA, la degeneracion de los pericitos contribuye
a producir la alteraciéon de la BHE (43), la extravasacion
de la fibrina (44) y la despolarizacién de los podocitos
astrocitarios (45), la preservacion de la estructura y/o la

FIGURA 7 Contintia

Se realizé una inmunotincién en cortes de cerebro de ratones TgCRND8 con EA y ratones WT de 60 semanas de edad tratados con dabigatran/placebo con objeto de detectar
la expresion y la localizacion de la AQP4 y del PDGFRB. (A) La doble inmunofluorescencia mostré que habia una expresion de AQP4 (rojo) alrededor de los vasos sanguineos
(CD31 [verde]) en los podocitos astrocitarios de los ratones WT. Sin embargo, la tincién para la AQP4 se desplazaba de su ubicacion perivascular a las dreas de neuropilo
alrededor de las placas de amiloide en los ratones con EA (flechas). (B) Se realizé un analisis inmunohistoquimico para segmentar y cuantificar la cantidad de AQP4
perivascular en todos los grupos experimentales (C). Los ratones con EA tratados a largo plazo con dabigatran presentaron una tincion de AQP4 perivascular
significativamente superior a la de los ratones con EA tratados con un placebo. (D) La inmunohistoquimica de PDGFRp puso de manifiesto la presencia de extensiones
pericitarias hipertréficas que recubrian los capilares en los ratones T9CRND8 con EA. (E) La cuantificacion mostré un aumento robusto del drea positiva para PDGFRB en

la corteza cerebral de los ratones con EA de 60 semanas de edad, en comparacién con los ratones WT. Esta tincién anormal de los pericitos se normalizé con el tratamiento
de dabigatran. Los graficos muestran la media + EEM. **p < 0,01, ***p < 0,001. n = 5 a 6 ratones/grupo. AQP4 = acuaporina 4; PDGFRp = receptor de factor de crecimiento de
origen plaquetario f; otras abreviaturas como en las figuras 1y 5.
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ILUSTRACION CENTRAL El tratamiento con dabigatran proporciona una mejoria en la patogenia de la enfermedad
de Alzheimer en el modelo en ratones TgCRND8
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EL tratamiento a largo plazo con dabigatran previene el depésito de fibrina en el cerebro con enfermedad de Alzheimer, reduciendo la patologia amiloide y la neuro-
inflamacidn y preservando la integridad de la barrera hematoencefélica y del flujo sanguineo central. Ap = amiloide B; BHE = barrera hematoencefalica.
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funcién de los pericitos aportada por el dabigatran puede
haber contribuido a producir la reduccién observada del
contenido de fibrina en el cerebro con EA (figura 4) y el
mantenimiento de la AQP4 en los podocitos astrocitarios
(figura 7). Se considera que el desequilibrio entre la pro-
duccidn y la eliminaciéon del AP como consecuencia de
una alteracion de la BHE es uno de los principales proce-
sos patolégicos que subyace en la EA (1). Nuestros resul-
tados aportan un nuevo respaldo a la hipdtesis de que la
fibrinay la alteracién de la hemostasia pueden ser uno de
los eslabones que faltan por establecer en la cadena que
une la EA con la patologia vascular (8, 17).

Se observd que la reduccién de la neuroinflamacion
asociada ala EA, la carga de amiloide y la disfuncién de la
BHE era significativa tan solo tras una anticoagulacion a
largo plazo. Dado que el estado procoagulante existente
en la EA es un proceso crénico y sostenido, y puesto que
el depdsito de fibrina se acumula en el cerebro a medida
que avanza la patologia con la edad (figura 4 y Cortes-
Canteli et al. [11]), el efecto del tratamiento con dabiga-
tran fue mas robusto tras una administraciéon prolongada.
De hecho, algunos estudios epidemiolégicos recientes
han indicado una reduccién de la incidencia de demencia
en los pacientes con fibrilacion auricular que han recibi-
do una anticoagulacién de larga duracién (46). Tiene in-
terés seflalar que observamos también que el tratamiento
con dabigatrdn se acompafié de una preservacion de la
capacidad cognitiva (figura 2), lo cual es esencial para que
una molécula pueda considerarse prometedora como
abordaje terapéutico de la EA.

Nuestros resultados indican que la normalizacion del
estado protrombético existente en la EA con el empleo de
dabigatran produjo una mejora en la patogenia de la EA.
Prevemos que otros AOD, como los inhibidores de factor
Xa, pueden tener un efecto beneficioso similar en la EA.
La reorientacion del objetivo de un fairmaco ya autoriza-
do, como un AOD, para la indicacion en una nueva enfer-
medad, como la EA, se traduce en una transicién mas
rapida de la experimentacion a la cabecera de los pacien-
tes y en una mayor repercusion clinica.

La EA es una enfermedad multifactorial, y los esfuer-
zos para controlarla deben centrarse en el desarrollo de
tratamientos personalizados con multiples farmacos di-
rigidos a los diferentes mecanismos que contribuyen a
producir la patologia de cada individuo, en vez de en un
enfoque de “1 diana, 1 tratamiento”, que no ha dado bue-
nos resultados hasta el momento. Nuestros estudios indi-
can que un mecanismo patolégico que merece la pena
abordar en la EA es el estado procoagulante, aunque tam-
bién hay otros factores contribuyentes que deben tratar-
se en consecuencia.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO. Una de las limitaciones
de la anticoagulacion en la EA es el aumento de la inci-
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dencia de hemorragias intracerebrales en los pacientes
con EA debido a la presencia de microhemorragias cere-
brales (47) y al depdsito de Af en los vasos, como en la
angiopatia amiloide cerebral (AAC) (48). La incidencia de
estas dos vasculopatias esta relacionada también con
una peor funcién cognitiva y se estd debatiendo el uso
apropiado de firmacos antitrombdticos en esta pobla-
cion (49). El dabigatran presenta un riesgo bajo de hemo-
rragia intracraneal (24, 25) y no fomenta la formacién de
microhemorragias cerebrales en los ratones con EA (50).
Ademas, no observamos hemorragias ni incidentes de
hemorragia intracerebral en ninguno de nuestros anima-
les (datos no presentados). No obstante, el uso de dabiga-
tran u otros farmacos antitromboticos en pacientes con
EA y una AAC amplia y microhemorragias cerebrales re-
querira una evaluacién cuidadosa por parte de un equipo
de expertos en corazon-cerebro para asegurarse de que
su uso aporta un beneficio superior al riesgo hemorragi-
co causado (49). Sin embargo, si el dabigatran se utiliza
en una fase temprana del curso de la enfermedad, es po-
sible que el AP se elimine de manera més eficiente a tra-
vés de la BHE, y que con ello se reduzca su depdsito en los
vasos corticales y leptomeningeos que forma la AAC.
Ademas, dado que el aumento de formacién de codgulos
en la EA es un proceso cronico, es posible que un trata-
miento a largo plazo con dosis bajas de dabigatran sea
suficiente para producir un efecto terapéutico en la EA.
La dosis empleada en este estudio es inferior a la que se
ha utilizado en otros estudios realizados en animales (26,
42,51). Dado que la semivida del dabigatran etexilato en
los ratones es breve (~15 min) y puesto que el dabiga-
tran es 2 veces menos eficaz en la inhibicién de la trombi-
na en el ratén que en la humana (23), en los ratones es
necesaria una dosis supraterapéutica para alcanzar unas
concentraciones plasmaticas similares a las del farmaco
en el ser humano. Aunque serdn necesarios mas estudios
para extrapolar cuidadosamente la anticoagulaciéon a
largo plazo alcanzada en nuestros ratones con EA al ser
humano, la dosis que nosotros utilizamos produjo unas
concentraciones del dabigatran en plasma similares a las
que se han descrito en pacientes tratados con anticoagu-
lacién a largo plazo (52). Ademads, a pesar de que el dabi-
gatran presenta un perfil farmacocinético predecible
(22), la anticoagulacién a largo plazo en la poblacién con
EA fragil, envejecida y con comorbilidades puede obtener
un beneficio con un programa de medicacién individuali-
zado.

CONCLUSIONES

La anticoagulacion a largo plazo con dabigatran inhibe la
trombina y el depésito anormal de fibrina en el cerebro
con EA, con lo que preserva el flujo sanguineo y facilita el
aporte de oxigeno y nutrientes al cerebro. A su vez, este
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farmaco ejerce un efecto beneficioso en el control de la
neuroinflamacion, manteniendo la integridad y la funcio-
nalidad de la BHE y facilitando la eliminacién del AP
(ilustracion central). Asi pues, los tratamientos destina-
dos a normalizar el entorno protrombético existente en
la EA, en combinacién con otros compuestos modificado-
res de la enfermedad, podrian proporcionar una mejora
en la patogenia de la EA.
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PERSPECTIVAS

COMPETENCIAS EN CONOCIMIENTO MEDICO:
La EA tiene una etiologia multifactorial y la trombosis
es uno de los mecanismos que intervienen en ella.

En un modelo de la EA en ratones transgénicos,

la anticoagulacién a largo plazo con dabigatran
redujo el depdsito de fibrina, la neuroinflamacion,

el depdsito de amiloide y el deterioro cognitivo.

PERSPECTIVA TRASLACIONAL: Los resultados
concordantes de otros estudios realizados

en modelos animales respaldarian la realizacion
de ensayos clinicos del tratamiento antitrombdtico
en la prevencion o la mejora de la EA.
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