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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer esla causa mas comun de demencia en
la poblacién de edad avanzada. Una de las caracteristicas
histopatol 6gicasdeesta enfermedad eslaformaciondeplacasseniles,
cuyo componenteproteinico esel péptido S-amiloide (AfB) ensuforma
insolubl e, Este péptido seproducenor mal menteen formamonomérica
solubley circulaenconcentracionesbajasene liquido cefal orraquideo
y sangre. En concentraciones fisioldgicas actia como factor
neurotrofico y neuroprotector, sin embargo con el envejecimiento y
sobretodo enla enfermedad de Alzheimer seacumula, formafibrillas
insolubles y causa neurotoxicidad.

Latoxicidad del A sehaasociadoalageneraciénderadicaleslibres
que causan peroxidacion de lipidos y oxidacion de proteinas entre
otrosdafios. Se ha planteado que el A3 pueda reconocer areceptores
especificos que median a su vez neurotoxicidad. Entre estos se
encuentra el receptor scavenger o pepenador que se expresa en la
microglia y es capaz de internalizar agregados de este péptido.
Independientemente de la via de entrada del péptido ala célula, éste
generaun estado de estrés oxidativo que eventual mente desencadena
la muerte celular.

Estudiosrecientesdesarrolladosen nuestrolaboratorio muestran que
el proceso de traduccion de proteinas que intervienen en el proceso
de endocitosis mediada por un receptor puede ser afectado por una
condicion de estrés oxidativo. Este es el caso de la S-adaptina,
proteina clave en la formacion del pozo cubierto.
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Introduccion

L a enfermedad de Alzheimer es una de las causas mas
comunes de demencia en la poblacion de edad avan-
zada. Su principal caracteristica clinica es el deterioro de la
capacidad cognoscitiva, que se da como consecuencia de la
pérdida masiva y progresiva de neuronas en diferentes regio-
nes del cerebro. El estudio histopatolégico postmortem de
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Alzheimer’s disease, the leading cause of dementia in the elderly is
characterized by the presencein the brain of senile plaques formed of
insoluble fibrillar deposits of S-amyloid peptide. This peptide is
normally producedinamonomeric solubleformanditispresentinlow
concentrations in the blood and spinal fluid. At physiological
concentrations, this peptide is a neurotrophic and neuroprotector
factor; nevertheless, withagingand particularlyin Alzheimer”sdisease
this peptide accumulates, favors the formation of insolublefibrilsand
causes neurotoxicity.

[B-amyloid peptide toxicity has been associated with the generation of
free radicals that in turn promote lipid peroxidation and protein
oxidation. Through the recognition of specific receptors such as the
scavenger receptor, the 8- amyl oid peptidebecomesinternalizedinthe
formof aggregates. |ndependently of theway the peptideenter sthecell,
it generates oxidative stress that eventually triggers a state of
neurotoxicity and cell death.

Recent studies in our laboratory have shown the effect caused by an
extracellular oxidativestressupon theinter nalization of the scavenger
receptor. We have also demonstrated that the process of protein
trandlation of molecules implicated in the mechanism of endocytosis
through the scavenger receptor, such as the case of p-adaptin, is
arrested in microglial cells treated with S-amyloid.
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cerebros de pacientes afectados con esta enfermedad mues-
tra dos caracteristicas morfologicas principales: maranas
neurofibrilares y placas seniles o placas neuriticas;' estructu-
ras descritas por primera vez en 1907 por Alois Alzheimer.
Las marahas neurofibrilares son depdsitos proteicos
intracelulares formados por la proteina 1 estabilizadora asocia-
da a microtubulos (MAP-t) que se encuentra hiperfosforilada,
asicomo por neurofilamentos de medianoyy alto peso molecular.
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Esta MAP-t modificada es resistente a cortes proteoliticos, lo
cual sugiere que ademas de la fosforilacion puede sufrir otras
modificaciones como la glucosilacion y la formacién de puen-
tes disulfuro que contribuyen a que se forme un entrecruza-
miento entre monémeros de MAP-t.2

Las placas seniles de la enfermedad de Alzheimer estan
formadas por un centro proteico rodeado de neuronas dege-
neradas,® asi como de células de glia y microglia. El péptido [3-
amiloide (AB) en su forma insoluble de depdsitos fibrilares, es
el principal componente proteico de estas placas. Esta obser-
vacion realizada a mitad de los afhos 80°s,*llevé a pensar que
los depdsitos de este péptido pudieran corresponder al primer
paso en la patogénesis de esta enfermedad y se les relaciono
directamente con neurodegeneracion.® Esta hipdtesis gano
terreno al demostrarse que el AB es tdxico para neuronas en
cultivo.®”

El Ap puede tener entre 39 y 43 aminodcidos, presenta un
peso molecular de 4 KDay se deriva de un precursor de mayor
tamafio denominado proteina precursora del péptido AR
(APP)* figura 1. La APP es una glicoproteina transmembranal
que se deriva a su vez de un proteoglicano de mayor tamafno
denominado PDMBP (Platelet-Derived Macrophage-Binding
Proteoglycan) secretado en grandes cantidades por las
plagquetas® y que inhibe la endocitosis de LDL-Ac
(Lipoproteinas de baja densidad acetiladas) en macréfagos.®
Existen tres isoformas de la APP: las isoformas de 751y 770
aminoacidos encontradas tanto en neuronas como en célu-
las no neuro-nales, y la isoforma de 695 aminoacidos que se
expresa en grandes cantidades en neuronas, (Figura 2)."°
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Figura 1. Esquema representativo de los cortes proteoliticos que
puede sufrirla APP pormediode la a-secretasa, -y y-secretasas.
Estavia de protedlisis trae como consecuenciala generacion del AB.
KPI, inhibidor tipo Kunitz. Modificado de Santiago-Garciay cols.'?

La APP puede sufrir un proceso proteolitico por la (-
secretasa, que rompe al dominio que corresponde al péptido
AB y que produce un precursor soluble (sAPP) con un peso
molecular de entre 90-100 KDa.'" Ademas de las neuronas, las
plaquetas también secretan sAPP, el cual compite con las LDL-
Ac por la union al receptor scavenger o pepenador (RS) clase
A."2Un procesamiento alternativo para APP llevado a cabo por
la B- y y-secretasas, rompe a la proteina precursora en los
dominios extracelular y transmembranal, lo que la convierte en
el péptido B-amiloide soluble (sAB).'®
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De la evidencia que sustenta la asociacion entre APP y
la patologia del Alzheimer destaca lo siguiente:

1. Diferentes mutaciones de APP tienen relacién con un
aumento en la produccion de AB.™'

2. El gen de APP se localiza en el cromosoma 21, y en
cerebros de individuos con trisomia 21 existen depésitos
de AB'® lo que lleva eventualmente al desarrollo de esta
enfermedad."”

3. Ratones que sobre-expresan APP presentan algunas
caracteristicas de la patologia del Alzheimer.®

4. Mutaciones en las presenilinas, proteinas que regulan
los cortes proteoliticos de APP, pueden contribuir a la
patogénesis del Alzheimer al incrementar la produccién
de Ap.1920

Es importante aclarar que independientemente de que el
AP juega un importante papel en el desarrollo de la enferme-
dad de Alzheimer, este padecimiento tiene varios componen-
tes patofisioldgicos que aun no se conocen con exactitud y
que complican el entendimiento de la enfermedad. Se han
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Figura 2. Autorradiografia de un gel de poliacrilamida-SDS que
muestraal PDBMP marcado con '?| antesy después de untratamiento
con condroitinasa ABC. El nucleo proteinico de lamoléculatiene un
peso de 32 KDay corresponde a la APP. Modificado de Mas-Oliva
y cols.®
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realizado estudios sobre la relacién entre el numero de
placas seniles y “marafas” neurofibrilares con el grado de
demencia de los pacientes con Alzheimer, encontrando que
el nimero de “marafas” neurofibrilares y/o la extension de la
pérdida sinaptica en la corteza cerebral esta mas relacionado
con el grado de demencia que con el numero de depdsitos del
péptido.?' Incluso las placas seniles pueden sorpren-
dentemente estar en areas del cerebro libres de anormalida-
des neuronales? y en contraparte, la pérdida sinaptica puede
ocurrir en zonas completamente carentes de placas.?

El término “amiloide” hace referencia al almidén o a un
compuesto parecido a la celulosa. Fue en 1851 cuando
Virchow?* lo us6 por primera vez para referirse a depdsitos de
polisacaridos que se tifien con el colorante rojo Congo.? Por
otra parte, “amiloidosis” es un término usado en la medicina
para describir cumulos de péptidos que se presentan en
varias enfermedades y en diferentes tejidos y que tienen la
capacidad de agregarse como fibras insolubles. Estas fibras
amiloidéticas forman filamentos no ramificados de entre 6 y
10 nm de diametro y presentan una estructura secundaria de
lamina B plegada, conformacién que por lo general es indis-
pensable para que estos péptidos sean toxicos.?®

El AB es producido normalmente en su forma monomérica
soluble y circula en concentraciones bajas en el liquido
cefalorraquideo y sangre. Con el envejecimiento y sobre todo
enla enfermedad de Alzheimer se forman agregados fibrilares
insolubles. Existe una fuerte relaciéon entre este proceso de
formacion de fibrillas y la capacidad del péptido para causar
toxicidad en neuronas y activacion de células de microglia.?”

Papel fisioldgico del péptido B-amiloide

A pesar del papel aparentemente negativo que presenta el A
en la enfermedad de Alzheimer, éste péptido participa, de una
forma que no ha sido explicada con exactitud en varias
funciones celulares normales, por ejemplo:

1. Ejerce una funcién autdcrina y estimula la proliferacion
celular.2®

2. Promueve la adhesion celular? y protege a las neuronas
contra dafno oxidativo.*

3. El péptido sAp puede interferir en procesos de sefaliza-
cion, via proteinas G®' e incrementar la actividad de la
MAP cinasa.®

4. En concentraciones fisioldgicas puede actuar como
factor neurotréfico y neuroprotector.333*

5. Se ha planteado que es un regulador fisioldgico de la
funcién de canales idnicos (K*, Ca?*) en neuronas®-¢y
que es secretado por algunas de éstas células en res-
puesta a la actividad neuronal para regular negativa-
mente la transmision sinaptica excitatoria.®”

6. Sehapropuesto que los depdsitos de AB puedan atrapar
iones metalicos potencialmente peligrosos.®®%

7. Concentraciones nanomolares del péptido pueden blo-
quear la apoptosis neuronal provocada por la ausencia
de factores tréficos.*

El AB posee una alta afinidad por Cu?* y Zn?* y también
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puede catalizar la dismutacion del radical superoxido (O,") a
H,0,, actuando entonces como antioxidante.*'*> Se han de-
tectado depositos de AB en cerebros humanos después de
dafo traumatico,*® y se sabe que tanto el péptido 1-40, pero
especialmente el 1-42, aumentan su concentracion en el
fluido cerebroespinal durante la primera semana que sigue
a un traumatismo encefalico.*

Algunos grupos de estudio han mostrado que el nimero
de placas de AP y de maranas neurofibrilares en la corteza
cerebral estan correlacionadas inversamente con el estrés
oxidativo,*8 por lo que cuando la concentracion del AB se
incrementa, el dafno citoplasmico disminuye. En pacientes
con sindrome de Down también existe correlacion negativa
entre los depdsitos de AP y dafio oxidativo.*®

Sin embargo, a pesar de que se han aislado oligémeros
solubles del A tanto de cerebros normales como de cerebros
afectados por la enfermedad de Alzheimer; los niveles del
péptido soluble suelen ser mayores en pacientes con esta
enfermedad que en sujetos normales, siendo mayor la pro-
porcion del péptido 1-42 que la del péptido 1-40.5" El péptido
1-42 es menos soluble que las otras isoformas del péptido,
desarrolla fibrillas mucho mas rapido® y promueve la agre-
gacion de formas mas pequenas como la 1-40.

Por otra parte, mediante la utilizacion de ensayos in vitro
se sabe que los péptidos que contienen al fragmento
hidrofébico 29-35 (GAIIGLM) forman lentamente agregados
estables y se transforman en neurotodxicos después de un
proceso de incubacion. En cambio el fragmento 25-35
(GSNKGAIIGLM), descrito como la parte mas tdxica del péptido,
se agrega rapidamente y es neurotdxico de forma inmedia-
ta.®® Todos estos estudios han demostrado que es necesaria
la transicién del péptido de una forma soluble monomérica a
una insoluble o fibrilar para que sean toxicos a la célula y que
esto es el resultado de un cambio al azar en su estructura
secundaria (random coil) y o-hélice a una de lamina 3.54%
Asimismo, en 1999 Walsh y colaboradores® reportaron que
los mondmeros y dimeros del AB no son toxicos para las
células, mientras que oligdmeros agregados de bajo peso
molecular llamados protofibrillas si lo son.

lones metdlicos y su interaccion con el péptido B-
amiloide

Diversos estudios indican que la presencia de iones metali-
cos puede ser fundamental tanto para la fibrilizacion del AB,
como para la iniciacién de la generacion de especies de
oxigeno reactivas (ERO) relacionadas con el proceso de
estrés oxidativo.5”*® Mediante ensayos in vitro se conoce que
en ausencia de estos iones metdlicos, el AR es monomeérico,
presenta una conformacion o-hélice y no forma agregados.*®

Estudios epidemioldgicos han sugerido una alta inciden-
cia de la enfermedad de Alzheimer asociada con niveles
ambientales elevados de AP+, Zn?*y Fe3*.% Asimismo, se ha
detectado un alto contenido de AP+, Fe®, Cu?*y Zn* en el
cerebro de pacientes con esta enfermedad.' La concentra-
cion de estos iones metdlicos puede estar incrementada
entre 3 y 5 veces al compararse con la de cerebros de
pacientes de la misma edad que no presentan esta patolo-
gia.®>% Se han detectado iones metalicos en el centro y la
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periferia de las placas seniles,® los que pueden ser tdxicos
no soélo por favorecer la generacion de ERO sino también
estimulando directamente la formacién de fibrillas.®® Median-
te el uso de ensayos in vitro, se ha detectado que concentra-
ciones traza de Fe®*, Al** y Zn?* estimulan la agregacion del
A entre 100 y 1000 veces.®

Una amplia gama de sistemas generadores de radicales
libres de oxigeno, enzimaticos o no enzimaticos, son capaces
de catalizar modificaciones oxidativas de proteinas cuando
el Fe o el Cu®* estan en presencia de O, y de un donador
electronico apropiado.® La conversion de radicales O, y
H,O, al radical hidroxilo (HO*) puede llevarse a cabo soélo
cuando estan presentes metales de transicion en concentra-
ciones cataliticas.®®

Bush y colaboradores en 19994 sugirieron que el Cu?
juega un papel importante en el estrés oxidativo producido
por el AB. Estos investigadores proponen que el Ap provee de
un electrén al Cu?* unido al péptido, formando Cu'*. Sin
embargo, el AR 1-40, que tiene menor afinidad por el Cu?*y
el 25-35 que no presenta afinidad por este i6n, también son
téxicos.”"°

Atwood y colaboradores,*®* han caracterizado al AP
como una metaloproteina que une iones de elementos de
transicion por medio de tres histidinas (posiciones 6,13 y 14)
y una tirosina (posicion 10), localizadas en la parte hidrofilica
N-terminal del péptido, ademas de la metionina 35 en la
region lipofilica C-terminal.”7® Algunos estudios indican que
los residuos de histidina son importantes para la agregacion
del AB, ya que la ausencia de histidinas,” o la modificacién
de estos residuos, disminuye notablemente la agregacion del
AP promovida por el Cu®*, Zn?>* o Fe®*.%® Estos hallazgos
pueden explicar la razén por la cual no se detectan depdsitos
de AP en el cerebro de la rata, pues en ésta especie el Ap
carece de histidinas.”™

Por otra parte, los péptidos que pierden la metionina 35
tienen una baja capacidad de reducir al Cu?*. La sustitucion
de este residuo por otro aminoacido elimina la accién
prooxidante del péptido 25-357°y disminuye la oxidacion de
proteinas, asi como su neurotoxicidad.”® Sin embargo, la
presencia de la metionina 35 no es suficiente para explicar la
actividad redox del péptido y su neurotoxicidad, ya que en la
rata el Ap que posee la metionina 35 carece del sitio clave de
union a iones metalicos (histidina 13).

El grupo de Butterfield ha propuesto un modelo de estrés
oxidativo para explicar la neurotoxicidad del Af} basada en el
residuo metionina 35. Este aminoacido esta asociado con la
formacion de fibrillas y la generacion de estrés oxidativo, lo
cual se ha demostrado en ensayos in vitro en los que se ha
sustituido este residuo por norleucina, un aminoacido del
mismo tamano y la misma hidrofobicidad que la metionina,
pero con un grupo -CH, en lugar del atomo de azufre del grupo
tioeter de la metionina. Este cambio no provoca oxidacion de
proteinas o toxicidad en ensayos realizados con neuronas de
hipocampo aun en presencia de Cu?+.”’

La metionina 35 es el residuo mas susceptible a la
oxidacion in vivo, especialmente bajo condiciones de estrés
oxidativo.” El estudio de placas seniles que contienen al Ap
1-40 muestra una gran proporcion de metionina sulféxido,”
y se conoce, por estudios de modelaje estructural, que la
oxidacion de residuos de metionina altera significativamente
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la estructura secundaria de los mismos.® Particularmente la
oxidacion de la metionina induce una estructura de lamina
B."° La razdn por la que la metionina 35 confiere propiedades
neurotéxicas al AR es desconocida, sin embargo existe evi-
dencia de que al parecer se necesitan trazas de iones
metdlicos para que esto suceda.

Radicales libres y estrés oxidativo

Un radical libre es un &tomo o molécula, neutra o cargada, que
contiene uno o mas electrones desapareados, ya sea por
pérdida o ganancia de estos. La existencia de electrones
desapareados incrementa la reactividad de la especie quimi-
ca, pues estos electrones tienden a aparearse con un electron
libre de otro atomo o molécula. La produccién de radicales
libres ocurre por la adicion o remocion de un electrén en una
reaccion de O6xido-reduccion y se producen normalmente
durante el metabolismo de la célula.®!

A pesar del dafio que pueden producir los radicales libres,
debe mencionarse que tienen funciones normales dentro del
metabolismo celular tales como transduccion de sehales y
expresion génica, activacion de factores transcripcionales y
proteccién inmunoldgica.®

El oxigeno (O,) es un elemento esencial para la vida, pero
puede llegar a ser toxico al formar especies reactivas de oxigeno
(ERO). Estas son producto de la ruptura o de la excitacion del O,,
como son el oxigeno atémico (O), el ozono (O,) y el oxigeno en
singulete ('0,). Otras estan parcialmente reducidas como lo es
el peréxido de hidrégeno (H,0,), el radical superdxido (O,) y el
radical hidroxilo (HO*).% EI 'O, es muy reactivo y puede reaccio-
nar con la mayoria de moléculas celulares.* EI O,y el H,O, son
poco reactivos, sin embargo ambos generan 'O, y HO*, com-
puestos altamente toxicos. Cuando el H,0, acepta un electrén
desapareado, que puede provenir de un metal de transicion
comoel Fe** oel Cu'™, formaHO*yHO (reaccion de Fenton) (Fe?
+H,0,--->Fe* +HO* +HO ).

La toxicidad del O, y del H,O, depende en gran medida de
la disponibilidad y la distribucion de estos metales de transi-
cion.® Ademds de estas especieS reactivas de oxigeno,
pueden formarse otras dé importancia biolégica que se
combinan con nitrogeno (ERN), como el mondxido de nitro-
geno u 6xido nitrico (NO*).8¢

En los organismos aerobios, la produccion de EROy ERN
se encuentra en equilibrio con los sistemas de defensa
antioxidantes. Sin embargo, al romperse este equilibrio las
especies reactivas aumentan, se producen dafos al ADN, a
proteinas y a lipidos, lo que se conoce como estrés oxidativo.
Estos dafnos pueden ser reversibles al ser reparados o al
reemplazar a las moléculas dafadas. Sin embargo, si en la
célula se producen especies reactivas en exceso, o bien, los
sistemas antioxidantes de la célula no responden adecuada-
mente, la célula puede morir.®

Existen varios sistemas de proteccién en la célula que
evitan el excesivo incremento de especies reactivas, entre los
que se encuentran: la actividad de la superdxido dismutasa
(SOD), lacatalasay la glutation peroxidasa (GSH peroxidasa).
La superdxido dismutasa es una enzima mitocondrial que
convierte al O, en H,0,. La glutation peroxidasa y la glutation
reductasa trabajan en conjunto, siendo la GSH peroxidasa
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una enzima citosolica que transforma al H,O, en dos molécu-
las de glutation reducido (GSH) que ceden dos hidrégenos,
lo cual promueve que se forme entre ellas un enlace disulfuro
(GSSG). El glutation se regenera rapidamente mediante la
glutation reductasa en presencia de NADPH. Finalmente la
catalasa, enzima confinada a los peroxisomas, destruye al
H,O, por dismutacion. Existen ademas otros sistemas de
proteccion que eliminan a los radicales libres como el acido
urico, la bilirrubina y la albumina, cuya accion es inespecifica
y poco eficiente. Asimismo, las vitaminas C y E asi como los
flavonoides son capaces de inactivar a los radicales libres.®?

Estrés oxidativo y enfermedad de Alzheimer

El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidativo
ya que presenta una elevada tasa metabdlica derivada de la
glucosa, posee niveles muy bajos de defensas antioxidantes,
contiene altas concentraciones de &cidos grasos poliinsaturados,
que son posible blanco de peroxidacion lipidica, y ademas es
rico en actividades enzimaticas relacionadas con metales de
transicion, los cuales pueden catalizar la formacién de radi-
cales libres.®”

Aungue el mecanismo por el cual el A genera radicales
libres en la enfermedad de Alzheimer no se conoce, se ha
definido que estas especies reactivas causan peroxidacion
de lipidos, oxidacién de proteinas y pérdida de integridad de
la membrana. Esto trae como consecuencia la inhibiciéon de
ATPasas, pérdida de la homeostasis del calcio, inhibicién del
sistema de captura de glutamato dependiente de sodio en
células gliales, alteracion de vias de sefalizacion, activaciéon
de factores transcripcionales y finalmente apoptosis.®

Las evidencias que indican que la citotoxicidad del AB es
mediada a través de radicales libres son variadas:

1) Concentraciones micromolares de AP provocan un au-
mento en los niveles de H,0, en células en cultivo, sin
embargo la presencia de catalasa o de SOD#® previene
la toxicidad del péptido.

2) Células seleccionadas por su resistencia al Ap son
también altamente resistentes al efecto del H,0O, y con-
tienen altos niveles del glutation.*

3) Por otro lado, se han detectado niveles altos de ERO
intracelulares en individuos con sindrome de Down que
sobreexpresan al gen de la APP.%

Aunque por mucho tiempo se ha pensado que el genera-
dor de ERO en la enfermedad de Alzheimer es exclusivamen-
te el AB, se ha planteado también la existencia de otras
fuentes de radicales libres, tales como el Fe®', que se encuen-
tra incrementado en las maranas neurofibrilares y en los
depositos de AB.%2 El Fe*, cataliza la formacion de HO* a partir
de H,0,, asi como la formacién de productos de glucosilacion
avanzada o AGE (Advanced Glycation End Products). Al** por
su parte, también se acumula en las marafas neurofibrilares,®
estimulando la peroxidacién lipidica inducida por Fe®*.%

Por otra parte, la microglia activada que rodea las placas
seniles® es una fuente de NO y O,,% los que a su vez pueden
reaccionar para formar peroxinitrito (ONOO").*® Los AGE en
presencia de metales de transicion pueden también producir
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especies reactivas.” Ademas, tanto los AGE como el AB
pueden reconocer receptores de membrana especificos ta-
les como RAGE (Receptor- Advanced Glycation End products)
y RS (Receptor Scavenger), mecanismo que a su vez puede
incrementar la produccion de ERO.%

A pesar de las controversias al respecto, es un hecho que
el cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer pre-
senta un estado de estrés oxidativo severo, detectandose un
aumento en la peroxidacion de lipidos, bajos niveles de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA, Polyunsatured Fatty
Acids) y un incremento en el 4-hidroxinonenal (HNE), un
producto aldehidico neurotéxico proveniente de la oxidacion
de los PUFA. El HNE puede difundir desde el sitio de su
produccién, modificar organelos neuronales y alterar su
funcioén.® El daio oxidativo que se presenta en el Alzheimer
incluye AGE,'™ productos de nitrosilacion,®® proteinas de
neurofilamentos carbonil-modificadas y carbonilos libres.

Asimismo, existe un incremento en la oxidacién proteica
y un aumento en la oxidacion del ADN detectado por niveles
altos de su producto de degradacién, el 8-hidroxi-2°-
desoxiguanosina (8-OHdG). El aumento de este Ultimo com-
puesto, sin embargo, no siempre se lleva a cabo, pues se han
encontrado niveles muy bajos de 8-OHdG en algunos casos
de Alzheimer con grandes depositos de AB.'%? Estos hallaz-
gos pueden parecen contradictorios, pero dan evidencia de
que el AB y las marafas neurofibrilares, pueden constituir una
respuesta de la célula al estrés oxidativo al tener funciones
anti-oxidantes, al menos en las etapas iniciales de la enfer-
medad.'?

Con respecto a la respuesta inmune, se sabe que en
procesos normales de inflamacidon se generan ERO que
dafan al tejido circundante. A pesar de que la inflamacion
aguda, que incluye edema e invasion de neutrdfilos no es
caracteristica de la enfermedad de Alzheimer,'®® existe evi-
dencia de dafo celular mediado por células del sistema
inmune. Una evidencia que sustenta la posibilidad de un
proceso inflamatorio en el cerebro de pacientes con enferme-
dad de Alzheimer, es el hecho de que una terapia basada en
drogas anti-inflamatorias no esteroideas trae beneficios
cognitivos.'%41% Una fuente potencial importante de ERO en
el cerebro es la microglia,'® que de forma similar a los
monocitos de la sangre o a los macréfagos peritoneales, son
células que una vez activadas presentan una actividad
fagocitica alta.’” La microglia activada in vitro produce O, ",
lo cual sugiere que el AP es indirectamente neurotdxico por
la activacion de la microglia y la consecuente generacion de
radicales libres.%®

La respuesta inflamatoria secundaria a la accion del AB
fue estudiada primeramente en macrofagos peritoneales.®
En estas células, el Ap 25-35 y el 1-40 son capaces de
estimular a la NADPH oxidasa, una fuente importante de
O, .""° El péptido 1-40 causa ademas un incremento en la
producciéon de NO. Asimismo, se ha detectado la formacién
de NO en microglia™' por un aumento en la actividad de la
oxido nitrico sintasa causada por el péptido. EI NO resultante
puede reaccionar rapidamente con el radical O, que se
produce en la mitocondria y formar ONOO ™. Ademas, la
exposicion de microglia al AR provoca un aumento en la
expresion de varias interleucinas como TNF-o. y TGF-f3 entre
otras sustancias moduladoras de las cascadas inmunes.'?
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Por otra parte, se sabe que el metabolismo energético de
las neuronas esta deteriorado en cerebros afectados con la
enfermedad de Alzheimer. La tomografia de emision de
positrones de pacientes con Alzheimer muestra una disminu-
cién progresiva en el metabolismo de la glucosa en el cerebro
y un menor flujo sanguineo en los Iébulos parietal y temporal,
que correlaciona con el grado de demencia de los pacien-
tes."'® La primera evidencia de una posible relacién entre el
estrés oxidativo y alteraciones en el transporte de glucosa fue
encontrada por estudios de neuronas en cultivo, en los que
se encontré que el AP altera la captura de glucosa, lo que
causa a su vez un decremento en los niveles de ATP. Se ha
sugerido que esto es provocado por la conjugacion HNE con
la proteina transportadora de glucosa, GLUT3.""* Las altera-
ciones en el metabolismo de la glucosa en el cerebro limitan
la sintesis de acetil-colina, glutamato, aspartato, acido-y-
aminobutirico (GABA), glicina y ATP."®

Péptido B-amiloide y sus receptores

Se ha propuesto la existencia de receptores membranales
especificos que median la citotoxicidad inducida por el AB,'®
entre ellos RAGE.""”""® Este es un receptor de superficie
celular relacionado con la produccién intracelular de ERO,
que puede inducir la migracién de microglia hacia depdsitos
de AB.°"% La proteina t asociada a microtubulos, es por
ejemplo, blanco de la formacién de AGE intracelulares. Sin
embargo, también existe evidencia de que la toxicidad del AP
puede ser independiente de este receptor, ya que no se ha
encontrado al ARNm del RAGE en neuronas corticales o
células PC12.1°

Otro de los receptores que ha sido implicado en la toxici-
dad del AP es el receptor nombrado LRP (LDL Related
Receptor Protein), que une diversos ligandos incluyendo
quilomicrones, apolipoproteina E y o2-macroglobulina.'®
Esta Gltima es una proteina cuya unién al Ap parece favorecer
su internalizacién.’ LRP puede unir e internalizar a APP
soluble, asi como una isoforma no procesada amiloidogénica,
la cual a su vez puede llevar a la formacion de AB."2? Evidencia
reciente indica que LRP de células de microglia puede jugar

un papel importante como un receptor del AB."2

Otro candidato es la glicoproteina 330 (gp330/megalina),
un receptor de membrana que pertenece a la familia de los
receptores de LDL y que tiene multiples ligandos entre los que
se incluye a la apodJ. Este receptor ha sido implicado en el
transporte a través de la barrera hematoencefalica del Ap
formando un complejo con la apod.'?*

Finalmente, existe evidencia de que el RS esta implicado
en la internalizacion y toxicidad del AB. EI RS se expresa en
células de glia y microglia y es capaz de internalizar al Af en
forma de agregados.'?5'2¢ Evidencia reciente muestra que el
RS puede iniciar el dafio mediado por inmunidad en la
enfermedad de Alzheimer, hecho que es avalado por la fuerte
expresion de este receptor asociado a la presencia de placas
seniles.’

Receptores “scavenger”

El RS constituye parte de una amplia familia de receptores de
membrana que se caracterizan por su habilidad para
internalizar LDL acetiladas y LDL oxidadas,'?® ademas de una
gran variedad de ligandos, muchos de ellos caracterizados
por sus propiedades polianionicas.’ Uno de los ligandos
recientemente descritos para el RS-A es la molécula
paramiosina, una proteina proveniente de Taenia soleum,
que parece favorecer la formacién de arreglos
tridimensionales del propio receptor, los que facilitan la for-
macion del pozo cubierto y la endocitosis del mismo.™° El
contenido de colesterol en la membrana plasmatica, se ha
observado también influye en la formacién de estos arreglos
tridimensionales entre los receptores RS-A,3' mas aun, este
arreglo tridimensional del RS-A favorece la sintesis de protei-
nas accesorias en el proceso de endocitosis.°

El RS esta implicado en la generacion de células espumo-
sas derivadas de macrdfagos y de la consecuente formacion
de la placa aterosclerética en el sistema circulatorio. De igual
forma, participa en funciones de inmunidad innata, elimina-
cion de células apoptodticas, defensa del hospedero, trans-
porte reverso del colesterol y adhesion celular. Este receptor

Macréfagos Microglia
0 10 20 30 40 50 100 200 0 10 20 30 40 50 100 200 pg,‘m]A,@35—2E
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Figura 3. Analisis de inmunotransferencia que muestrala disminucion de los niveles de la proteina 3- adaptina en cultivos celulares de microglia
(EOC)y macroéfagos (RAW) al ser tratados en presencia de concentraciones crecientes de Ap 25-35 (0-200 pg/ml). En andlisis control se
utilizé el péptido reverso 35-25. El péptido reverso AB 35-25 fue utilizado en experimentos control donde latraduccion de la proteina 8- adaptina

se lleva a cabo de forma normal.
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se encuentra localizado a concentraciones importantes en
macroéfagos y células afines como la microglia, asi como en
hepatocitos, ovario, testiculo, glandulas suprarrenales y
astrocitos. 32

Un posible papel del RS-A en la induccion de la enferme-
dad de Alzheimer ha sido sugerido por datos que muestran
que este receptor puede promover la adhesién de fibrillas de
AP a células de microglia,’®® ademas de poder mediar su
endocitosis'®y su degradacion.'+3% Asimismo, la expresion
del RS-A estd aumentada en la microglia de cerebros de
pacientes con EAy en el cerebro de ratones transgénicos que
expresan una forma mutada de la proteina precursora del Ap
(APP23) y los cuales desarrollan una patologia parecida a la
de la enfermedad de Alzheimer.’® El RS-BI localizado en
microglia neonatal también parece ser parte de la union del
AP a estas células y de la producciéon de ERO,¥"1% ademas
de participar en la endocitosis del péptido.!314°

La interaccion in vitro de fibras de AP con microglia
neonatal estimula a estas células a producir sustancias
proinflamatorias y potencialmente neurotdxicas como lo son
el 6xido nitrico, el factor de necrosis tumoral o. (TNF-a), ERO,
ERN, etc.'?'*! Se ha encontrado que la remocion de células
de microglia de cultivos mixtos de células nerviosas y fibras
amiloides elimina casi totalmente el efecto toxico de las
fibrillas sobre las neuronas'? sugiriendo que la microglia, y/
0 moléculas que éstas producen median los efectos
neurotdxicos de las fibrillas del Ap.

El trabajo realizado en nuestro laboratorio muestra que la
capacidad de internalizacion del RS-A disminuye en condi-
ciones de estrés oxidativo extracelular.'® La union del ligan-
do (LDL-Ac), la expresion del RNAmM-RS-A y la misma estruc-
tura del RS-A no se modifican en condiciones de estrés
oxidativo extracelular, y sin embargo, el RS-A no puede ser
endocitado.™® Por lo tanto, ¢cual es el mecanismo afectado
que impide la internalizacion del receptor secundario a la
presencia de estrés oxidativo? Nuestros estudios utilizando
al AB como ligando del RS e inductor de estrés oxidativo
fisioldgico demuestran que una de las multiples proteinas
implicadas en el proceso de endocitosis mediada por clatrina
(clatrina, o- y B-adaptina, CALM, eps15), en especifico la 3-
adaptina disminuye de forma importante en células de
microglia expuestas a este péptido (Figura 3). Esta disminu-
cion asociada a una alteracion en la traduccién de la proteina
coincide con la incapacidad de la célula para endocitar al Ap.
La pérdida en el nivel de concentracion critica de esta protei-
na, clave en la formacién del pozo cubierto y por tanto en la
endocitosis, podria ayudar a explicar la acumulaciéon de
agregados de AP extracelular que se presentan en la enfer-
medad de Alzheimer.'

Tomando en cuenta que la enfermedad de Alzheimer es
un desorden neurodegenerativo complejo cuya patogénesis
no se conoce con exactitud, los hallazgos bioquimicos y
genéticos que se conocen hasta el momento solamente
permiten entender parcialmente la muerte neuronal, por lo
que continuar con el estudio de los factores tanto extra como
intracelulares que controlan el proceso, sin duda mejorara el
conocimiento de la fisiopatologia de este padecimiento. De
estos factores, el estrés oxidativo localizado y en especial su
repercusion sobre la traduccion de proteinas que participan
en la formacion del pozo cubierto, parece constituir un nuevo
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elemento que debera ser estudiado a profundidad en el aféan
de entender mejor y poder algun dia llegar a contrarrestar el
desarrollo de la enfermedad.
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