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RESUMEN 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad progresiva que produce 

demencia y se caracteriza por una serie de anormalidades estructurales en el cerebro, 

de las cuales las más importantes son la presencia de las marañas neurofibrilares 

compuestas por los filamentos apareados helicoidales, y los depósitos insolubles de la 

proteína B-amiloide (I3AP) que conforman las llamadas placas seniles. Un aspecto 

bioquímico importante para entender los mecanismos básicos que conducen a la pérdida 

neuronal en la EA se refiere a los cambios en las proteínas asociadas a los microtúbulos. 

Las proteínas tau y MAP2 están involucradas en la formación de las marañas 

neurofibrilares, y ambas, consistentemente, se encuentran hiperfosforiladas. Esto ha 

llevado a estudiar algunos mecanismos de fosforilación/desfosforilación relacionados con 

la muerte neuronal. En vista de que se conoce poco acerca de estos mecanismos y su 

repercusión sobre la viabilidad neuronal, en la presente tesis estudiamos los efectos 

celulares de la fosforilación de proteínas tau y MAP2 en cultivos de neuronas corticales 

y de astrocitos de rata y en una línea celular de neuroblastoma humano utilizando un 

agente inhibidor de fosfatasas 1 y 2A (el ácido okadaico). En este trabajo encontramos 

que el aumento de fosforilación de tau y MAP2 se asocia con desestabilización de los 

microtúbulos, retracción de los procesos neuronales y neurodegeneración. 

En vista de que la neurotransmisión excitadora ha sido implicada en la EA, 

decidimos estudiar los efectos de agonistas de glutamato sobre la proteína MAP2 y su 

relación con la neurodegeneración in vivo. Para esto se administraron dos drogas que 

incrementan la transmisión excitadora, el dihidrokainato y el kainato, en el hipocampo de 



la rata. El análisis inmunocitoquímico para MAP2 mostró que previamente a la 

neurodegeneración existe una retracción de los procesos neurales y posteriormente, 

conforme avanza la muerte neuronal, una redistribución de la MAP2 hacia el soma y, 

finalmente pérdida de la proteína. 

Por último, y con base en estudios previos que demuestran el efecto del péptido 

activo 25-35 de la proteína (3-amiloide en la homeostasis de Ca2t, se estudió la acción 

de este peptido sobre la liberación de aminoácidos excitadores en rebanadas de 

hipocampo de ratas jóvenes y viejas. En este trabajo encontramos que el péptido 25-35 

incrementa la liberación de glutamato y aspartato en condiciones de despolarización 

neuronal en animales jóvenes como viejos. 

De los anteriores hallazgos puede conluirse que: 1) la fosforilación de las proteínas 

MAP2 y tau induce desestabilización del citoesqueleto y neurodegeneración, 2) la 

proteína MAP2 es un blanco susceptible a la excitotoxicidad por sobreactivación de 

receptores de amino ácidos excitadores y 3) el péptido activo 25-35 de la proteína í3- 

amiloide puede potenciar la transmisión excitadora en animales jóvenes y viejos. 



ABSTRACT 

Alzheimer's disease (AD) is a progressive dementing disorder of the elderly, 

characterized by a series of structural abnormalities in the brain. Two histopathological 

hallmarks have been described: the presence of neurofibrillary tangles in cell bodies and 

proximal dendrites, composed by paired helical filaments, and the extracellular deposits 

of the f3-amyloid protein (F3AP) which are found forming the senile plagues. 

The role of tau protein is prominent in the mechanims that induce the formation of 

paired helical filaments and the MAP2 protein has been also involved. Both proteins are 

found in a hyperphosphorylated state in AD but little is knwon about how the rate of 

phosphorylation or dephosphorylation is related with alterations of neuronal function and 

with neurodegeneration. With the use of okadaic acid, a potent and a selective inhibitor 

of the protein phosphatase 1 and 2A, we induced increased phosphorylation of MAP2 and 

tau and we observed early cytoskeletal disruption and ultimately cell death in primary rat 

cortical neurons and astrocytes and in a human neuroblastoma cell line (MSN). 

On the other hand, the excitatory neurotransmission has been implicated in some 

neuropathological diseases including AD. We decided to study the effect of glutamate 

agonists, kainate and dihydrokainate, on MAP2 protein in the rat hippocampus in vivo. 

We found that both drugs induced neuronal damage which was associated with early loss 

of MAP2 immunoreactivity. As Neuronal damage progressed, MAP2 was shifted from 

dendrites to the neuronal soma and finaily was lost. 

Some studies suggest that BAP and particularly the active peptide 25-35 may 

render neurons more vulnerable to excitotoxic insult by a mechanism involving intracelular 



Ca2+ dyshomeostasis. We found that 25-35 peptide pontentiated the 14C-induced release 

of glutamate and aspartate from hippocampal slices in young and aged rat tissue. 

From the aboye resutts we conclude that: 1) the phosphorylation of MAP2 and tau 

proteins induces citoskeletal disruption and finaily leads to neuronal death, 2) MAP2 

protein is a susceptible target of the excitotoxicity induced by glutamate receptors 

overactivation and 3) the 25-35 peptide of OAP potentiate the excitatory 

neurotransmission in young and aged animals. 
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CAPITULO 1 

"Ser inmortal es baladí, menos el hombre 
todas las criaturas lo son, pues ignoran 
la muerte..." 

Jorge Luis Borges 

Introducción 

La muerte, como fenómeno biológico, ha ocupado gran parte de la reflexión 

científica y ha estimulado el desarrollo de numerosos paradigmas experimentales para 

tratar de conocer sus mecanismos rmils íntimos. 

Son múltiples los enfoques con los cuales se ha tratado de encarar el problema 

de la muerte en general y su incorporación en diferentes categorías ha condicionado su 

estudio o análisis desde diferentes y variados puntos de vista: de una aproximación 

mítica o religiosa sobre su origen y sus consecuencias, al desarrollo, por parte del 

discurso científico, de hipótesis moleculares que explican la tendencia de la vida a evadir 

el equilibrio termodinámico o el arribo inexorable al estado de máxima entropía. 

Acotando el problema de la muerte en general, el estudio de la muerte celular ha 

permitido el abordaje científico de un sistema restringido donde se ha pretendido 

comprender algo acerca de los mecanismos que inician, mantienen y finalmente 

determinan la detención del proceso vital. 

Algunos estudios consideran el problema de la muerte celular como el resultado 

final de un proceso de desarrollo y maduración anatomo-funcional, genéticamente 

programado. Otras investigaciones se enfocan a los acontecimientos que determinan la 



muerte selectiva de poblaciones celulares: mecanismos de agresión externa o desajustes 

que inducen dishomeostasia. Sobre esto último existen numerosos ejemplos: la muerte 

celular de ciertos órganos sometidos al estrés resultante de procesos vasculares 

obstructivos (isquemia), la muerte por intoxicaciones o infecciones provenientes del 

ambiente, la muerte por autoagresión en las enfermedades autoinm unes o la muerte por 

privación de factores químicos necesarios para la supervivencia celular. 

Para la neurociencia básica y clínica, uno de los temas de mayor interés es el de 

la pérdida neuronal selectiva que ocurre en algunos padecimientos neurológicos como 

la corea de Huntington, la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson, 

la esclerosis lateral amiotrófica, entre otros. Estos procesos patológicos comparten dos 

aspectos comunes: 1) la degeneración neuronal se inicia después de un período de 

diferenciación y función normales y, 2) sólo se afectan poblaciones selectivas de 

neuronas. 

Muerte por apoptosis vs muerte por necrosis 

Son dos los mecanismos generales de muerte celular que se han descrito a la 

fecha: la muerte celular programada y la muerte no programada o por necrosis. Dentro 

del primer tipo de muerte existe una variedad que tiene una serie de cambios celulares 

característicos que han llevado a acuñar el término de apoptosis. Aunque muchos 

autores usan indistintamente los términos "apoptosis" y "muerte celular programada", 

ambos procesos son de hecho diferentes. La muerte celular programada es un término 

funcional que describe la muerte celular que ocurre de manera normal durante la vida 

de organismos pluricelulares. Por otro lado la apoptosis es un término descriptivo 



introducido por Kerr y cols. (1971) para definir un tipo de muerte celular que exhibe 

ciertos cambios morfológicos característicos. Este tipo de muerte es única, porque es 

consecuencia de una "decisión" tomada por la célula, basada en la información 

proveniente del ambiente, de su propio estado metabólico y de su estado de desarrollo. 

Todas estas señales se integran en un mecanismo común de muerte celular iniciado por 

genes particulares. Existen muchos ejemplos de muerte por apoptosis que pueden 

considerarse dentro de la muerte celular programada y viceversa, puede haber apoptosis 

que no sea resultado de un plan celular pre-establecido. Así mismo, no todos los 

ejemplos de muerte celular programada ocurren por apoptosis (Schwartz y cols., 1993). 

Por el contrario, en varias condiciones patológicas donde ocurre muerte celular no 

fisiológica y no apoptótica, las características morfológicas muestran un patrón de 

cambios comunmente asociados con la necrosis. En este tipo de muerte la célula no 

tiene elección de morir pues ésta ocurre como resultado de un estímulo agresor que 

puede ser multicausal y que impide que la célula pueda tomar su propia "decisión". 

La muerte celular programada se observa generalmente, durante el desarrollo de 

organismos complejos cuyo objetivo es el ajuste del número de poblaciones celulares 

que conformarán algún tejido, aunque también se ha descrito en el organismo adulto bajo 

ciertas condiciones patológicas y no patológicas. La apoptosis es un tipo de muerte 

controlada que escapa a la respuesta inflamatoria y cuya secuencia de cambios 

histopatológicos consiste en: condensación de la cromatina en densas masas uniformes; 

aparición de protuberancias intracitoplasmáticas con la membrana celular sellada, lo que 

origina la formación de los llamados cuerpos apoptóticos desaparición de los cuerpos 



apoptóticos por células adyacentes que los degradan dentro de los lisosomas (Russell 

y cols., 1972; Matter, 1979; Bursch y cols., 1990). 

Además del análisis morfológico que ha revelado cambios conspicuos en las 

células que mueren por apoptosis, el análisis bioquímico ha logrado importantes 

hallazgos sobre el control de este fenómeno. El aspecto bioquímico más extensamente 

estudiado es la fragmentación del ADN nuclear que resulta, al inicio, en la aparición de 

un patrón de bandas de 50-300 kb y más tarde fragmentos de ADN oligonucleosomal 

(Wyllie, 1980; Umansky, 1982; Arends y cols., 1990; McConkey y Orrenius, 1994). 

Aunque todavía no se caraterizan completamente las endonucleasas responsables se 

sabe que algunas de ellas son enzimas dependientes de Ca2+ y Mg2t e inhibidas por Zn2  

y en mamíferos las evidencias señalan a la ADNasa 1, una enzima que en muchas 

células existe en un estado inactivado al formar complejos con actina (Peitsch y cols., 

1993). Otro aspecto bioquímico interesante es la prevención de la apoptosis con 

inhibidores de síntesis de proteínas, como la cicloheximida (Yamada y Ohyama, 1988); 

sin embargo, la cicloheximida no previene la apoptosis en todas las circunstancias. Una 

proteína específica que se ha relacionado directamente con la apoptosis es la 

transglutaminasa (Fesus y cols., 1987). Se ha demostrado que esta enzima induce la 

formación de entrecruzamientos proteínicos responsables de la inducción y 

mantenimiento de los cuerpos apoptóticos. Por otra parte, en la condensación celular se 

ha atribuído un papel importante a cambios en las proteínas del citoesqueleto (Wyllie y 

cols., 1980). 

Como la muerte celular programada es el resultado de varios procesos celulares 

4 



que se activan debido a la participación de genes particulares, muchos estudios se han 

enfocado a la búsqueda y caracterización de estos genes y sus productos. 

La primera evidencia de que se requerían genes particulares para la inducción de 

la muerte celular deriva de los trabajos pioneros de Horvitz y cals., realizados en el 

nemátodo Caenorhabditis elegans (Ellis y cols., 1991). Dos genes importantes se han 

caracterizado en este nemátodo, el ced-3 y el ced-4 (de las siglas en inglés ceil death) 

cuyas mutaciones inhiben el proceso de la muerte celular programada (Ellis y Horvitz, 

1986). Mutaciones en otro gen, el ced-9, por el contrario, activan la muerte por apoptosis 

y por lo tanto se le conoce como un "gen anti-muerte" (Hengartner y cols., 1992). En 

mamíferos se han descrito genes homólogos como el bcl-2, cuya secuencia guarda 

homología con el ced-9 y se ha caracterizado como un regulador negativo de la muerte 

celular (Tsujimoto y cals., 1985). Recientemente también se ha donado en mamíferos 

un gen homólogo de ced-3 que codifica para una proteína llamada ICE (cuyas siglas del 

inglés significan "enzima convertora de interleucina 16; Yuan y cols. 1993), que es una 

proteasa de cisteína y cuyo papel en la apoptosis pudiera estar relacionado con la 

activación de ADNasa I al liberarla de su unión con la actina (Vaux y cals., 1994). Otros 

genes de mamíferos cuya participación en la apoptosis se ha demostrado son el nur77 

y el c-myc, y el p53, definido como un gen supresor de tumores que detiene a las células 

durante el ciclo celular en la fase G1 y también es inductor de apoptosis por irradiación 

ti en timocitos (Clarke y cols., 1993) La figura 1 muestra un esquema de las proteínas 

intracelulares que participan en la muerte celular programada. 

En la muerte celular por necrosis, el panorama es muy diferente y sus principales 



c. elegans Mamíferol Papel en la Función 
muerte celular 

CED-9 BcI-2 preventivo opuesto Bax 

? Bax promotor opuesto bcl-2 

? Bcl-x (largo) preventivo opuesto Bcl-x 
corto 

? Bcl-x (corto) promotor opuesto , c -x 
go 

CED-3 ICE promotor proteasa 

CED-4 promotor 

Figura 1 Esquema que muestra las proteínas involucradas en la 
muerte celular programada. 



características son: hinchamiento o edema celular y de los organetos subcelulares, 

condensación irregular de la cromatina, daño a la integridad de la membrana celular que 

resulta en la liberación de enzimas proteolíticas lisosomales y desintegración celular 

(Trump y cols., 1981). La muerte por necrosis generalmente se acompaña de inflamación 

exudativa y puede involucrar un gran número de células. 

Hasta el momento se desconoce cuál de los dos tipos de muerte celular 

predomina en las enfermedades neurodegenerativas, pero se ha sugerido que la muerte 

por apoptosis puede participar en la corea de Huntington y en la EA. Por otro lado se 

ha avanzado en el conocimiento de algunos factores que a continuación se mencionan 

y que comunmente se asocian a la neurodegeneración o que contribuyen a la 

citotoxicidad. 

Factores comunmente asociados a enfermedades neurodegenerativas. 

Deficiencia de energía.  El SNC tiene una alta tasa de consumo de oxígeno y poca 

capacidad para almacenar sustratos de alta energía lo cual puede explicar su especial 

vulnerabilidad ante diferentes agentes agresores. Los ejemplos más evidentes de 

inducción de muerte neuronal por privación energética son, sin duda, aquellos que se 

originan por la falta de riego sanguíneo o isquemia y por la hipoglucemia. Ciertos casos 

de neurotoxicidad por hormonas como los glucocorticoides también se pueden explicar 

por la falta del suministro adecuado de glucosa a las células (Sapolsky, 1986) En este 

sentido y con base en datos epidemiológicos, se ha encontrado cierta asociación entre 

la isquemia y el inicio de cambios citotóxicos que se observan en la EA. En otros 

padecimientos como la enfermedad de Parkinson o la corea de Huntington se han 



documentado reducciones en la actividad del complejo 1 de la cadena del transporte de 

electrones (Shapira y cols., 1990; Mann y cols., 1992), así como disminuciones en la 

actividad de la citocromo oxidasa en pacientes con EA (Parker y cols., 1990). Aunque 

es dudoso que estos cambios sean de la suficiente magnitud para causar las severas 

pérdidas neuronales que se observan en estos padecimientos, la disminución energética 

crónica puede incrementar la vulnerabilidad de las células ante otros agentes agresores. 

Uno de los hallazgos que señala una asociación entre defectos en la producción 

mitocondrial de energía y muerte neuronal es el dato de que la toxina 1-metil-4-feni1- 

1,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP) es un inhibidor del complejo I y causa lesiones 

histológicas, bioquímicas y clínicas indistinguibles del Parkinson idiopático, tanto en 

humanos como en primates (Tanner, 1989). 

A pesar de los datos experimentales en favor de los defectos de la fosforilación 

oxidativa en enfermedades neurodegenerativas, estos defectos no pueden explicar la 

relativa selectividad de la pérdida neuronal en áreas cerebrales particulares y no está 

claro si son causa o consecuencia de la neurodegeneración. 

Radicales libres.  La formación de radicales libres y otras especies reactivas de oxígeno 

es otra causa común de daño celular probablemente involucrada en la pérdida neuronal 

asociada a condiciones patológicas agudas y crónicas Aunque los radicales libres se 

forman como una consecuencia normal del funcionamiento metabólico celular su 

excesiva producción o fallas en los mecanismos endógenos de su eliminación pueden 

incrementar su concentración a niveles citotóxicos. Existe evidencia de que tasas 

anormales de formación de radicales libres o de sus productos como peróxidos lipídicos 



o malondialdehido, se producen después de ciertos períodos de hipoxia o isquemia 

(Schmidley, 1990), en la sustancia nigra de pacientes con Parkinson (Jenner y cols., 

1992), y en el cerebro de pacientes con EA (Subbarao y cols., 1990). 

Los principales radicales libres son el superóxido (02.) el peróxido de hidrógeno 

(H202) y el hidroxilo ( . 0H). Estas especies reactivas pueden atacar químicamente a 

diferentes moléculas y alterar su función normal: oxidar ADN y causar mutaciones, u 

oxidar lípidos, dañar la membrana y aumentar la liberación de aminoácidos excitotóxicos. 

Las células poseen mecanismos protectores contra el efecto de los radicales libres, entre 

los que están, el et-tocoferol (vitamina E) que es un antioxidante hidrofóbico y que ejerce 

su mayor efecto al donar hidrógenos a los radicales alkoxilos y peroxilos y proteger así 

de la peroxidación de lípidos; el ácido ascórbico (vitamina C) que es un antioxidante 

hidrofílico y el glutatión, un tripéptido sintetizado intracelularmente y que en su estado 

reducido elimina especies reactivas de oxígeno. Por otro lado, en las células existen 

enzimas como la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatión peroxidasa que 

son responsables de la degradación de .024 y H202. 

Varias enzimas del metabolismo cerebral, como la monoamino oxidasa la tirosina 

hidroxilasa y la L-amino oxidasa producen H202 como un subproducto normal de su 

actividad, al igual que la auto-oxidación de sustancias endógenas como el ácido 

ascórbico y las catecolaminas La formación de óxido nítrico (NO) un segundo mensajero 

difusible, reacciona rápidamente con el 02.  para dar peroxinitrito que a su vez se 

transforma a •OH. Este radical hidroxilo es una de las especies más reactivas. Aunque 

el H202  se descompone lentamente hacia 'OH, esta conversión se acelera 



importantemente en presencia de Fe2+ por la reaccción de Fenton. La vía de generación 

de .0H en presencia de metales pesados, probablemente interviene en la 

neurodegeneración observada en varios padecimientos. En la enfermedad de Parkinson, 

la sustancia nigra pigmentada tiene una a!ta concentración de hierro que puede favorecer 

la formación de radicales libres que acompañan la muerte neuronal (Ben-Shachar y cols., 

1991). La Figura 2 muestra algunas de las reacciones que generan radicales libres. 

Son varios los ejemplos de neurodegeneración en donde se ha documentado la 

participación de radicales libres. Además de los ya mencionados se pueden incluir: la 

etapa de reperfusión después de isquemia cerebral que se asocia con el incremento de 

aniones superóxido y la esclerosis lateral amiotrófica familiar, en donde se han 

demostrado mutaciones en el gen que codifica a la enzima superóxido dismutasa 

dependiente de cobre/zinc (Roses y cals. 1993). 

Acido glutámico y Cae}.  Numerosos estudios sugieren que sistemas químicos que 

normalmente participan en la emisión o recepción de señales dentro del SNC pueden 

alterarse y ser parcial o totalmente responsables de ciertos tipos de patología neuronal, 

incluida la degeneración celular. Entre estos sistemas de comunicación interneuronal, la 

neurotransmisión excitadora y el ácido glutámico en particular parecen desempeñar un 

papel importante en la iniciación y propagación de la actividad epiléptica (Meldrum, 

1988), en la muerte neuronal que ocurre en la isquemia cerebral y la hipoglicemia 

(Rothman, 1983) y en algunos casos de degeneración celular crónica (Lipton 

Rosenberg, 1994). 

El daño cerebral excitotóxico característico es de naturaleza postsínáptica En su 
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forma aguda, este daño se manifiesta por edema focal de dendritas y cambios 

citopatológicos agudos como edema mitocondrial y del retículo endoplásmico. En el tipo 

crónico existe pérdida de interneuronas con preservación de elementos presinápticos y 

de axones de paso. Si bien el daño excitotóxico se puede producir por la activación de 

los tres principales receptores para aminoácidos excitadores: N-metil-D-aspartato 

(NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-ixosazolpropionato (AMPA) y kainato, la activación 

del tipo NMDA, que se encuentra asociado a un canal de Ca2f, favorece la sobrecarga 

de este catión en el interior de las neuronas con la consecuente serie de sucesos 

patológicos asociados. 

La elevación del Ca2+ activa gran número de enzimas proteolíticas, puede generar 

radicales libres e incrementar la salida de más neurotransmisores excitotóxicos. 

Aunque una excesiva entrada de Ca2+ a las células puede contribuir a la serie de 

cambios membranales, citoplásmicos y nucleares que conducen a la neurotoxicidad, por 

sí sola no parece ser suficiente para inducir muerte celular. Sin embargo, el modo de 

entrada del Ca2+ y su localización subcelular sí son fenómenos críticos que determinan 

la citotoxicidad (Tymianski y cols., 1993). 

Los estudios sobre las deficiencias en la producción, almacenamiento o utilización 

de la energía celular como la participación de los radicales libres y del glutamato 

conforman las lineas de investigación más activas en el campo de la neurodegeneración 

aguda o crónica, ya que parecen ser los mecanismos generales más importantes de 

muerte celular en las dos versiones descritas para el organismo adulto: la apoptosis y 

la necrosis. 

o 



Muerte neuronal por envejecimiento 

Los estudios demográficos actuales revelan aumentos importantes en la esperanza 

de vida de los seres humanos, lo cual se ha relacionado alarmantemente con una mayor 

prevalencia de enfermedades neurodegenerativas. 

De entre todas las células del cuerpo, las neuronas poseen una serie de 

características que las hacen únicas en muchos sentidos. Este tipo de células tienen una 

longevidad muy grande y ésto permite que presenten alteraciones particulares con la 

edad. Las neuronas dañadas o con alteraciones morfológicas o funcionales no pueden 

reemplazarse pues no tienen divisiones mitóticas. Por otro lado, la gran diversidad de 

tipos neuronales y su localización diferencial dentro del sistema nervioso permite una 

gama de alteraciones particulares para cada tipo celular y para algunas regiones del 

cerebro. Sin embargo, todavía no es posible definir de manera precisa, qué cambios en 

el número o en la función de las neuronas se asocian directamente con la senectud. 

Se han descrito cambios regresivos de las dendritas y atrofia del soma neuronal 

a lo largo de la edad así como aparición de inclusiones citoplasmáticas que pueden 

alterar la función cerebral. Las neuronas de cerebros envejecidos poseen abundantes 

gránulos de lipofuscina. Este pigmento es una mezcla compleja de lípidos, proteínas y 

carbohidratos y un alto contenido de enzimas hidrolíticas, como la fosfatasa ácida, que 

hace pensar que se forman a partir de lisosomas residuales o degradados La 

acumulación de lipofuscina generalmente se considera un signo de degeneración 

neuronal pero el mecanismo por el cual pueden morir las neuronas se desconoce Más 

aún, individuos viejos pueden tener un alto contenido de este pigmento sin 
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manifestaciones de daño neuronal. 

Existen otro tipo de inclusiones específicas y de cambios neuronales como la 

degeneración granulovascular, formada por vacuolas de nucleos densos aregentofílicos 

y hematoxilinofílicos y positivos a la presencia de estructuras de citoesqueleto; la 

degeneración neurofibrilar (de la que se hablara ampliamente más adelante), que 

aparece en la demencia senil pero también en el envejecimiento normal; los cuerpos de 

Lewy que incidentalmente aparecen en individuos mayores de 60 años y se encuentran 

formados por estructuras densas y láminas concéntricas de material amorfo; los cuerpos 

de Hirano, estructuras eosinofílicas formadas por actina y proteínas asociadas a actina 

y observados también, de manera esporádica, en individuos viejos. 

Sin embargo, como muchas de estas manifestaciones morfológicas asociadas al 

envejecimiento se presentan de forma exhacerbada en ciertos padecimientos 

neurodegenrativos, ha sido difícil establecer la correlación causa-efecto entre los cambios 

debidos al envejecimiento normal y los que resultan de un proceso patológico. 

Los cambios neuronales asociados con la edad no escapan a algunos de los 

cambios observados durante envejecimiento de un organismo considerado de manera 

integral. Por lo tanto, algunas de las preguntas sobre la repercusión de la senescencia 

en la función cerebral son preguntas que se han abordado desde el punto de vista de 

las teorías generales sobre envejecimiento. 

En este sentido son muy interesantes los experimentos realizados por Rose en 

1991, quien ha producido cepas de moscas longevas que sobreviven el doble de las 

moscas normales. Estas cepas de Drosophila melanogaster son más robustas que las 
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normales y resisten mejor el estrés. Rose y otros investigadores, basados en teorías 

evolucionistas, han suscrito la idea de que la senescencia está programada en los genes 

y que su manipulación puede impedir el envejecimiento y consecuentemente la muerte. 

Estos trabajos en Drosophila han mostrado que las moscas longevas poseen una versión 

inusualmente activa de la enzima CuZn superóxido dismutasa. La actividad de esta 

enzima, como ya se ha mencionado, protege en contra del daño oxidativo al neutralizar 

los radicales superóxido. Por otro lado, se ha visto que otros cambios bioquímicos se 

asocian a tasas elevadas de longevidad. Estos cambios incluyen mayor almacenamiento 

de lípidos y mejor utilización de carbohidratos. En 1988 Johnson y coas., reportaron 

también un incremento del 70% en la longevidad de Caenorhabditis elegans, derivado 

de una mutación del gen age-1 que resulta en un aumento importante en las actividades 

de las enzimas superóxido dismutasa y catalasa. De esta manera, parece que la 

neutralización de radicales libres puede jugar un efecto protector y regulador de la 

senescencia. Los radicales libres inducen daño en el ADN (particularmente en el 

niitocondrial), el cual se ha hipotetizado como causa importante en la génesis de 

padecimientos neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson y la EA. Por otro 

lado, como parte de la falla metabólica, se ha encontrado un importante incremento de 

grupos carbonilo (que resultan de la oxidación de proteínas) en fibroblastos extraídos de 

pacientes con defectos genéticos que causan envejecimiento prematuro tales como la 

progeria y el síndrome de Werner (Brown, 1992). 

A pesar del gran progreso realizado por la investigación básica a partir de estudios 

de células en cultivo, formación de radicales libres, genes relacionados con el control del 
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ciclo celular y otros campos promisorios, el proceso de envejecimiento en humanos 

todavía representa para el investigador un campo de estudio incipiente. Un factor que 

añade confusión a este tipo de estudios es que los cambios celulares que se dan 

asociados con la edad no ocurren de manera uniforme ni entre individuos ni entre las 

diferentes células que los conforman. 
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Hipótesis excitotóxica 
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RESUMEN 

Los aminoácidos excitadores desempeñan un papel importante 
en la transmisión sinóptica. Este grupo de compuestos puede 
activar mecanismos bioquímicos que llevan a la degeneración 
celular y a la muerte neuronal. Dado que un gran número 
de sinapsis en el sistema nervioso central utilizan aminoácidos 
excitadores, se ha abierto un vasto campo para la investigación 
básica sobre plasticidad y patología nerviosa. 
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INTRODUCCIÓN 

T a muerte celular, uno de los fenómenos 
biológicos tal vez menos conocidos, ha 

merecido una parte importante de la reflexión 
científica biomédica del siglo XX. Durante 
este período han aparecido muchos trabajos 
orientados al desarrollo de diseños . y para-
digmas experimentales que permiten explicar 
sus causas y proponer estrategias terapéuticas 
con objeto de retardar o controlar su apa-
rición. 

Algunos estudios consideran el problema 
de la muerte celular como el resultado final 
de un proceso de desarrollo y maduración 
anatorno-funcional, genéticamente programa-
do. Otras investigaciones se enfocan a los 
acontecimientos que determinan la muerte 
selectiva de poblaciones celulares: mecanis-
mos de agresión externa o desajustes de 
los mecanismos homeostáticos inherentes a 
un organismo. Sobre esto último existen 
múltiples ejemplos: la muerte de células por 
intoxicaciones o infecciones provenientes del 
ambiente, la muerte celular de ciertos órganos 
sometidos al estrés de procesos vasculares 
obstructivos (isqueniia), o la muerte de gru-
pos celulares por autoagresión en las enferme-
dades autoinmunes. 

Para la neurociencia básica y clínica, uno 
de los temas de mayor interés es el de la 
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pérdida neuronal selectiva que ocurre en algu-
nos padecimientos neurológicos hereditarios 
como la corea de Huntington, la demencia de 
Alzheimer y algunas degeneraciones espi nace-
rebelosas. Estos procesos pátológicos compar-
ten dos aspectos comunes: 1) la degeneración 
neuronal se inicia después (le un período de 
diferenciación y función normales y, 2) sólo 
se afectan poblaciones selectivas de neuronas. 

Numerosos estudios sugieren que sistemas 
celulares que participan normalmente en la 
emisión o en el procesamiento de señales den-
tro del sistema nervioso central (SNC) pueden 
alterarse y ser parcialmente responsables de 
ciertos tipos de patología neuronal, incluida 
la degeneración celular. Entre estos sistemas 
de comunicación interneuronal, la neurotrans-
misión excitadora y los aminoácidos que par-
ticipan en ella parecen desempeñar un papel 
crucial en la iniciación y propagación de la 
actividad epiléptica (Meldrum, 1988), en la 
muerte neuronal que ocurre de manera aguda 
en la isquemia cerebral transitoria y en la 
hipoglucemia (R,othman, 1983; Simon y col, 
1984; Rothman y Olney, 1986; Sanberg y col, 
1986), y en algunos casos de degeneración 
celular crónica (para una revisión véase Choi, 
1988; Meldrum y col, 1990). 

El primer informe sobre los efectos neu-
rotóxicos de aminoácidos con función excita-
dora en el SNC fue presentado hace más de 
tres décadas por Lucas y Newhouse (1957), 
al observar que la administración sistémica 
de L-glutamato (glu) causaba degeneración 
de las capas internas de la retina del ratón. 
Diez años más tarde, estos hallazgos fun-
damentaron el desarrollo del concepto de 
excitotoxicidad cuando Olney y col (1971) 
vinculó la acción neurotóxica del glu con sus 
efectos excitadores. 

La relevancia de ese concepto ha aumen-
tado desde que se demostró que un número 
muy grande de sinapsis en el SNC utilizan  

aminoácidos excitadores (A A E) (Cotman y 
col, 1988) y que existe correlación entre la 
excitación neuronal excesiva y la neurodege-
neración (Coyle y col, 1981; Itothman, 1985; 
Frandsen y Schousboe 1981; Siman y Card, 
1988). De hecho, la acción excitadora es 
obligada para que la toxicidad ocurra, ya 
que compuestos análogos de AAE que no 
son excitadores, tampoco son neurotóxicos 
(Nadler y col, 1981; Lancaster y Wheal, 
1982). 

I. AMINOÁCIDOS EXCITADORES Y SUS 
RECEPTORES 

T os principales compuestos candidatos de 4  
1 	la transmisión sináptica excitadora en el 
SNC de vertebrados son los aminoácidos di-
carboxílicos L-glutamato y L-aspartato (Krn-
jevic, 1974; Curtis y Johnston, 1974). Además 
de éstos, se ha demostrado recientemente 
la participación de sus análogos sulfínicos 
y sulfónicos en modelos neuronales in vi-
tro, como las rebanadas de hipocampo y 
el cultivo de células de cerebelo y corteza 
cerebral (Do y col, 1986). Junto con estos 
aminoácidos, otro compuesto, el ácido qui-
nolínico (quin), es capaz de interaccionar de 
manera selectiva con receptores específicos 
de AAE. El quin es un metabolito endógeno 
que deriva de la vía que produce nicotina-
mida a partir de triptofano y que se conoce 
como vía de la kinurenina. Tanto el quin 
como algunos de los metabolitos involucrados 
en esta ruta tienen efectos moduladores de 
la neurotransmisión excitadora en el SNC. 
(Lapin 1981; Stone y Connick, 1985). La 
tabla I muestra los aminoácidos con actividad 
excitadora y su concentración en el cerebro de.  
mamíferos. Existen también di-péptidos corno 
el N-acetil-aspartil-glutamato y su metabolito 
el N-acetil-aspartato que parecen ser ligandos 
endógenos de alta afinidad para el receptor al 

Tabla I 
Aminodeidos excitadores en el SNC de mamíferos 

Concentración 	µrnol/g tejido) 
Cerebro de rota 	 Cerebro de humano 

Aspartato 2.6 1.2 
Glutamato 11.3 10.2 
Sulfinato de cisteina 0.0.12 
Cisteato 0.01-0.1 
Homocisteato 
Quinolinato 0.0008 

Datos recopilados por Meldrurn (1988). 
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glutamato (Zaczek y col, 1983; Ory-Lavollee 
y col, 1987). 

Estos compuestos con actividad excitadora 
utilizan receptores específicos que se han 
caracterizado mediante diferentes estrategias 
experimentales, corno las respuestas electro-
fisiológicas, los estudios de unión al receptor 
y los mecanismos moleculares del sistema de 
transducción involucrado. Una clasificación 
general divide a estos receptores en dos 
grupos. Uno de ellos es el grupo de receptores 
acoplados a proteínas G, con propiedades 
metabotrópicas (Gundersen y col, 1981; Sla-
deczek y col, 1985; Sugiyama y col, 1987) y 
un segundo grupo de receptores operan por 
apertura de canales catiónicos (Mayer y West-
brook, 1987; Watkins y Olverman, 1987). 
Para este último tipo se han descrito tres 
subtipos principales: el N-metil-D-asparta.to 
(NMDA), el kainato (AK) y el quiscualato 
(AQ). 

El receptor para NMDA es el mejor es-
tudiado hasta el momento ya que es el 
único para el que se dispone de antagonis-
tas competitivos selectivos. La activación de 
este receptor se asocia con un incremento 
en la permeabilidad para Ca2 ÷ y Na,4" y 
es inhibida por Mg2+ (Nicoll y col, 1988; 
Ascher y Nowak, 1987; McDermott y Dale, 
1987; Mayer y Westbrook, 1987). Para este 
subtipo de receptor se han descrito varios 
ligandos endógertos como el L-aspartato, el 
homocisteato (Do y col, 1986) y el quinolinato 
(Stone y Connick, 1985). Un tipo de mo-
dulación importante para este receptor es el 
que ejercen la glicina (Kleckner y Dingledine, 
1988) y las poliaminas, como la espermina, 
que favorecen la unión de ligandos al sitio del 
NMDA (Ramson y Deschenes, 1990). 

Los ácidos kaínico y quiscuálico son de 
origen natural y fueron aislados de alga 
marina Digenea simplex y de la raíz de 
la planta Quisqualis fructus respectivamente 
(Takemoto, 1978). Los antagonistas para sus 
sitios de unión, disponibles actualmente, son 
los derivados 6, 7-dinitro-quinoxalina-2, 3-
diona y 6-cia,no-7-nitro-quinoxali na- 2, 3-diona 
(DNQX y CNQX) que, a 'concentraciones 
micromolares, inhiben las respuestas al Ah: 
y al AQ sin afectar las inducidas por N SI DA 
(Honoré y col, 1988; Blake y col, 19'01). 

Los sitios de activación de kainato inducen 
respuestas mediadas por un ionóforn de Na.# 
con un perfil de inhibición y activación por 
fármacos similar al del AQ (Ascher y Nowak, 
1988). 

Para el AQ existen dos tipos de receptores, 
uno relacionado con la activación de canales 
de Na+ y un segundo tipo que promueve 
el metabolismo del fosfatidil inositol con 
formación de inositol 1, 4, 5-trifosfato (1P3), 
de diacilglicerol y fa movilización de Ca24-
intracelular (Sladeczek y col, 1985; Sugiyama 
y col, 1987). La respuesta al AQ medida por 
activación del ionóforo se potencia por Zn24". 
La figura 1 muestra esquemáticamente los 4 
tipos de receptores para AAE y el mecanismo 
de transducción propuesto. 

A la luz de los datos disponibles recien-
temente deben hacerse dos cambios en la 
nomenclatura anterior; el uso de ft-a.mino-3-
hidroxi-5-metil-isoxazol-1-propionato (AMPA) 
para designar el ligando que se une a los 
receptores del AQ con actividad despolari-
zante, y el de trans-1 amino-ciclopentil-1, 
3-dicarboxilato (ACPD) para indicar los re-
ceptores del AQ que inducen formación de 
fosfatidil inositol. Estos cambios se incluyen 
debido al amplio espectro de acciones no 
específicas que presenta el AQ, a diferencia 
de la selectividad de efectos del AMPA y 
el ACPD (Monaghan y col, 1989), Recien-
temente han sido donados y localizados de 
manera selectiva y abundante en el SNC, 
cuatro tipos de cDNAs que codifican para 

QUISQUALATO 

Figura 1, Uno de los criterios para la clasificación de los re-
ceptores activados por aminoácidos excitadores es el sistema de 
transducción utilizado. En esta figura se muestran los tres tipos 
de receptores del glutamato: N-metil D-aspartato (NMDA), 
kainato (KA) y quiscualato (AQ). Se han descrito dos subtipos 
para el receptor del quiscualato, uno que promueve la formación 
de inositol 1, 4, 5-trifosfato (1P3) (a); y otro que opera por 
apertura de un canal catiónio3 (b), Abreviaturas: DAG, diacil-
glicerol; PIP2, fosfatidil inositol-4, 5-birosfato: Gli, glicina; PCP, 

feniciclidina. 
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Tabla II 
Receptores de aminoácidos excitadores 

.0.1.1.11.~141~11.1.1..M11~11110 .11•••••••••~1.1.1••••••••111~......~•~1•1 	 

MIDA 
sitio NMDA 	NMDA 

L-GLU 
L-ASP 
IDO 

sitio GLI 	GLI 
D-SER 

Canal 

D-AP5 
CCP 

CGS-19755 
HA-966 
KIN 
7-CL-KIN 
Ciclo-LEU 
PCP 
TCP 
MK-801 
Ketamina, 

Asociada con 
la plasticidad 
neuronal 

KA 

 

KA 
Domoato 
QA 
L-GLU  

AMPA 
QA 
L-GLU  

L-AP4 
L-SOP 
L-GLU 

CNQX 
DNQX 

Ha sido difícil 
distinguir sus 
efectos de los 
del AMPA 

AMPA 
CNQX 
DNQX 

Generación del 
componente 
rápido del EPSP 

 

LAPA 

  

ACPD 
trans-ACPD 
L-GLU 
QA. 
IBO 

Resumen de los ligandos representan tivos para cada uno de !coi AAE recopilados por Monaghan y 
col (1989). Abreviaturas: D-a-AA, D-a-amino-adi pato; ACPD, I-amino-ciclopentil-1, 3-dicarboxilato; 
AMPA, ce-amino-3-hidroxl-5-metil-isatazol-4-propionato; AP4, 2-amino-4-tostonobutirato; APS, 2-
amino-5-fosfonavalerato; ASP, aspartato; CNQX, 6-ciano-7-nitro-quinosalina-2, 3-diona; CPP, 3-3 
(2-carboxipiperazina-4-11) propII-1-fosfato; ciclo-Leu, ciclo-leucina; DNQX, 6,7-dinitro-quinoxallna-2, 
3-diona; GLU, glutamato; GLI, glicina; 1130, ibotenato; KA, kainato; KIN, kinurenato; MK-80I, 
dibenzaciclohepteneimina; NMDA, N•metil-D-aspartato; PCP, feniciclidina, QA, quiscualato; SER, 
serina; SOP, serina-0-fosfato; TCP, L- (I -tienil-ciclohexil) piperidina, 

receptores relacionados con el receptor al 
AMPA. Este tipo de abordaje molecular 
abre grandes posibilidades para una mejor 
comprensión de los receptores de AAE en con-
diciones normales y patológicas (Keinanen y 
col, 1990). La tabla II resume la clasificación 
actualizada de los tipos de receptores de 
AAE, los ligandos empleados para su carac-
terización, y la función propuesta en el SNC. 

II. MECANISMOS DE EXCITOTOXICIDAD 

A unque el glu tiene gran afinidad para los 
.1-1, tres tipos de receptores de AAE, no ha 
sido fácil demostrar su neurotoxicidad in vivo. 
Aun evitando la barrera hernatoencefálica 
con inyecciones directas de glu en alguna 
de las áreas del cerebro, se requieren altas 
concentraciones para observar daño neuronal, 
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Mangano y Schwarcz (1983) encontraron que 
la infusión de 0.5iil/h de glu durante dos 
semanas directamente en el hipocampo de la 
rata no alteraba la función ni la morfología 
de la zona. Sin embargo, el glu es una 
neurotoxina potente y tal vez el umbral alto 
para demostrar su neurotoxicidad in vivo se 
deba a los eficientes mecanismos de remoción 
o recaptura que existen para este aminoácido 
(Schousboe, 1981). In vitro, sin embargo, ha 
sido más sencillo observar su potencia tóxica. 
En cultivos celulares, la exposición por 90 
min a una solución de glu 100pM induce un 
daño neuronal generalizado que consiste en 
edema pericarial y dendrítico, desintegración 
nucleoplásmica y citoplámica y colapso de 
la membrana nuclear y plasmática (Siman y 
Card, 1988). 

El daño cerebral excitotóxico característico 
es de naturaleza postsináptica. En su forma 
aguda, este daño se manifiesta por edema 
focal de dendritas y cambios citopatológicos 
agudos como edema mitocondrial y del re-
tículo endoplásmico. En el tipo crónico existe 
pérdida de neuronas intrínsecas con preser-
vación de elementos presinápticos y de axones 
de paso. Si bien el daño excitotóxico se 
puede producir por activación de los tres 
principales receptores de AAE (NMDA, AK 
y AQ), existe evidencia de que la toxicidad 
regional selectiva puede depender, entre otros 
factores, de la distribución particular de estos 
receptores y de las propiedades bioquímicas 
de las células blanco. Así, estudios in vivo e 
in vitro sobre la toxicidad en el hipocampo 
señalan a las neuronas de la región CA1 
como las más susceptibles al daño por AK 
en correlación con alta densidad de receptores 
(Nadler y col, 1978). Utilizando técnicas 
histoquímicas de distribución de la enzima 
NADPH diaforasa, en el cuerpo estriado se 
ha sugerido que los sitias NMDA y AK se 
asocian con poblaciones celulares diferentes 
(Beal y col, 1986; Kho y Choi, 1988), lo cual 
parece conferir vulnerabilidad diferencial a 
las neuronas que contienen somatostatina o 
NADPH diaforasa. Estas neuronas son muy 
resistentes al daño inducido por NMDA y no 
al producido por AK o AQ (Davies y Roberts, 
1987). Finalmente, la susceptibilidad de las 
neuronas a la toxicidad inducida por AAE 
puede variar con la edad y depender de carac-
terísticas particulares del desarrollo neuronal 
(McDonald y Johnston, 1990). 

Experimentos in vitro sugieren que la toxi-
cidad del glutamato tiene dos componentes 
que corresponden, desde el punto de vista 

temporal, al daño edematoso agudo y a la 
degeneración crónica tardía (Olney y col, 
1986; Mamey y col, 1989) y desde el punto de 
vista espacial, a la activación de receptores 
de NMDA o no-NMDA. El daño edematoso 
agudo se relaciona con la movilización de Na+ 
y C1 extracelular y puede ser mimetizado 
por otros agentes despolarizantes (Rothman, 
1985; Choi y col, 1987). La apertura de 
canales de Na+ y la entrada subsecuente 
de Ca2+ y agua parecen ser los sucesos 
responsables del hinchamiento celular en la 
primera fase de excitotoxicidad. El segundo 
componente que lleva a la degeneración ce-
lular, depende del Ca2+ extracelular y de los 
efectos tóxicos que produce la entrada masiva 
de este catión. La elevación sostenida del 
Ca2+ citosólico es capaz de inducir desajustes 
en varios procesos celulares, incluidos los de 
generación de energía (Siesjo, 1988). Esto 
cobra particular importancia al demostrarse 
que un nivel energético celular bajo, potencia 
la capacidad neurotóxica del NMDA (Novelli 
y col, 1988). 

La elevación del Ca2+ citosólico activa un 
gran número de enzimas proteolíticas, como 
es el caso de la calpaína 1, que se asocia con 
los receptores de glutamato en hipocampo de 
rata (Siman y Noszek, 1988). La calpaína 1 
degrada varias proteínas estructurales, inclui-
das la tubulina, la espectrina, las proteínas 
del sistema de microtúbulos etc, por lo que 
su participación en la degradación celular es 
evidente. Otras funciones celulares que sufren 
desajustes importantes son: el metabolismo 
de los fosfolípidos, que puede llevar a la 
generación de ácido araquidónico y a la 
producción de radicales libres citotóxicos; la 
producción de radicales superóxido por la ac-
tivación de xantina oxidasa dependiente de la 
concentración de Ca2+ (Dykens y col, 1987); 
la activación de proteína cinasa C con movili-
zación de Ca2+; y, finalmente, la activación 
transináptica de numerosas vías nerviosas 
al ser estimulada la liberación dependiente 
de Ca2+ de diferentes neurotransmisores (al-
gunos de ellos excitadores), cerrándose así 
un círculo de retroalimentación positiva. La 
figura 2 resume los sucesos activados por 
Ca2+ que se correlacionan causalmente con 
la muerte celular. 

La participación del Ca2+ en el ciclo de 
toxicidad, que inicia con la activación sos-
tenida de receptores para AAE y que cul-
mina en degeneración neuronal, se apoya en 
múltiples evidencias. El receptor de NMDA 
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Figura 2. Resumen de los sucesos postsinápticos propuestos 
en relación con la neurotoxicidad inducida por aminoácidos 

excitadores. Esquema tomado de Rothman y Olney (1987). 

se asocia directamente con un ionóforo de 
Ca2+, y puede ser la principal ruta de en-
trada excesiva de este catión (Murphy y col, 
1987). Experimentos realizados en cultivo de 
neuronas han demostrado que la exclusión de 
Ca2+ del medio extracelular atenúa la muerte 
celular inducida por glu (Choi, 1987), por 
homocisteato (Kim y col, 1987), por Quin 
(Kim y Choi, 1987) o por AK (Rothman y 
col, 1987). 

Sin embargo, no todo el trabajo experi-
mental apoya la participación del Cap + en 
la neurotoxicidad inducida por AAE. Algu-
nos trabajos niegan la participación de este 
catión, y atribuyen la muerte celular a la tisis 
osmótica que resulta de un influjo pasivo de 
iones de 	(Rothman, 1985; McCaslin y 
Smith, 1988). 

Contrariamente a los efectos agudos indu-
cidos por la activación sostenida de receptores 
de NMDA, la exposición al AMPA o al AK 
es bien tolerada hasta por 30 mín a concen-
traciones de 1 mM (Choi y col, 1988). Sin 
embargo, con exposiciones más prolongadas 
estos compuestos son potentes neurotóxicos, 
lo que sugiere que pueden desempeñar un 
papel sustancial en las degeneraciones neu-
ronales crónicas y que los mecanismos de 
degeneración inducidos por activación de re-
ceptores de NMDA,. o no-NMDA pueden ser 
fundamentalmente distintos. 

III. AAE Y NEUROTOXICIDAD EN 
ENFERMEDADES DEGENERATIVAS 

CRÓNICAS 

a neurotoxicidad producida por AAE 
1J puede estar involucrada en la pa,togénesis 
de dos tipos de enfermedades del SNC: 1) el 
daño agudo que se observa en estados con- 

vulsivos prolongados, riego sanguíneo com-
prometido, hipoglucemia y trauma mecánico, 
y, 2) el asociado a diferentes condiciones 
neurológicas que se manifiestan como enfer-
medades degenerativas crónicas. Aunque la 
hipótesis que vincula los efectos excitotóxicos 
de algunos aminoácidos con la muerte neuro-
nal es atractiva, por el momento son pocas las 
evidencias directas que la apoyan, debido a la 
dificultad de establecer relaciones causales. 

Dos condiciones neuropatológicas raras se 
asocian con deficiencias enzimáticas que al-
teran los niveles de AAE: la deficiencia de 
sulfito oxidasa y la deficiencia de gluta-
mato deshidrogenasa. La primera se mani-
fiesta como una enfermedad mortal de la 
infancia caracterizada por una degeneración 
amplia y generalizada de neuronas del SNC 
y se asocia con niveles elevados del ácido 
L-cisteinsulfínico, que es un agonista del glu 
sobre receptores de AAE (Olney y col, 1975). 
La segunda es exclusiva de la etapa adulta 
y se expresa corno un deterioro neurológico 
progresivo que involucra al cerebelo y al 
sistema motor, y se acompaña de un nivel 
elevado de glu plasmático (Plaitakis y Berl, 
1982). 

A. Disfunción glutarnatérgica y 
degeneración selectiva de motoneuronas 

La asociación entre procesos neurodegenera-
tivos y alteraciones en el metabolismo del glu 
fue descrita por primera vez en tres pacientes 
con diagnóstico de atrofia olivopontocerebe-
losa (AOPC) (Plaitakis y Berl, 1982). Esta 
enfermedad se manifiesta en la vida adulta y 
se caracteriza por síntomas de ataxia cerebe-
losa, espasticidad y parkinsonismo. El primer 
dato metabólico alterado que se encontró fue 
una disminución del 50% de la actividad de 
la glutamato deshidrogenasa (GDH) en leuco-
citosy en cultivos de fibroblastos obtenidos 
de los pacientes afectados. La GDH catalina 
la reacción de interconversión de glutamato y 
ceceto-gluta.rato por un proceso dependiente 
del dinucleótido de nicotinamida y adenina 
fosfato (NADP). Concomitante con este de-
fecto enzimático se encontró un incremento 
del 100% del glu y una disminución del a-
ceto-glutarato plasmáticos. Desde entonces, 
se han descrito reducciones significativas de 
GDH en varias enfermedades neurológicas 
que comparten la atrofia múltiple de sistemas 
neuronales motores (Plaitakis y Berl, 1984; 
Konagaya y col, 1986; Hussain y col, 1989), 
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Estos hallazgos apoyan la hipótesis de 
que la degeneración selectiva de áreas del 
SNC que reciben aferencias glutamatérgicas 
se debe a la exposición constante a concentra-
ciones elevadas de glu. Como _la degeneración 
motora es la qúe predomiria en los pacienteá 
con actividad reducida de GDH, y como 
el glu sirve de neurotransmisor excitador 
de vías corticoespinales, la posibilidad de 
una alteración metabólica semejante se ha 
propuesto para explicar otro tipo de de-
generación motora conocida como esclerosis 
lateral amiotrófica (ELA). Son ya varios 
los estudios en pacientes con ELA que dan 
evidencias en este sentido al encontrar índices 
del metabolismo del glu alterados: niveles 
de glu anormalmente elevados en plasma 
y líquido cefalorraquídeo; disminución en el 
contenido cerebral de glu y reducción en el 
contenido de glu, aspartato, N-acetitaspartato 
y N-acetil aspartilgiutamato en la médula es-
pinal (Plaitakis, 1990; Rothstein y col, 1990). 
Sin embargo, estos datos no han podido 
ser reproducidos por otros grupos (Perry y 
Hansen, 1990). 

Aunque la hipótesis de que una alteración 
en el metabolismo del glu pueda estar aso-
ciada con el origen de la ELA es especulativa, 
la idea es atractiva, principalmente por sus 
repercusiones terapéuticas. 

13. Exeitotoxicidad, ELA-PD y latirismo 

Desde el siglo XVIII, la dieta de los indígenas 
chamorro de las Islas Marianas de Guam y 
Rota, incluye las semillas del fruto de la falsa 
palma Cycas circinalis. Los chamorros llaman 
a esta palma "Federico", y documentos de 
mediados del siglo XIX mencionan cómo los 
habitantes la utilizaban para la elaboración 
de tortillas, y el procedimiento de "desto-
xificación" que seguían. En esos escritos se 
explica cómo la "nuez" de la cicadacea se 
sumergía durante varios días en agua que 
era renovada constantemente, y cómo el agua 
de los primeros lavados resultaba extremada-
mente tóxica para los animales. 

La prevalencia poco usual de un tipo de 
parálisis hereditaria entre los chamorros fue 
informada por primera vez en la literatura 
médica en 1900. Sin embargo, no fue sino 
hasta la Segunda Guerra Mundial, cuando 
médicos militares reconocieron esta forma de 
parálisis como esclerosis lateral amiotrófica, 
y en 1961. se caracterizó en esta población un 
segundo síndrome neurológico endémico, lla-
mado complejo parkinsónico-demencial (PD). 

El análisis químico de C circinalis revela 
la presencia de varios glucósidos, incluyendo 
cycasina, y dos tipos de aminoácidos no 
protéicos, entre ellos el a-amino-fi-metilami-
nopropiónico (/3-N-metilarnino-alanina o L-
BMAA). Este aminoácido posee propiedades 
neurotoxicas, como ha sido demostrado en 
macacos sometidos a administraciones orales 
repetidas. La toxicidad se manifiesta por 
signos de disfunción de motoneuronas, al-
teraciones extrapiramidales y conductuales, 
y cambios neuropatológicos en células de 
Betz en corteza motora y en neuronas del 
asta anterior de la médula espinal (Spencer 
y col, 1987). Sin embargo, estudios sobre 
el contenido de BMAA en C circinalis, y 
de los tiempos de latencia entre la ingesta 
del producto tóxico y la aparición de las 
manifestaciones patológicas han llevado a 
concluir que no existe suficiente evidencia 
para relacionar la ingesta de BMAA con 
ELA-PD en Guam (Duncan y col, 1990). 

El latirismo es un padecimiento neuroló-
gico, caracterizado por pa.raplejia espástica 
atribuida a la ingesta de la excitotoxina 
exógena fi-N-oxalilaminb-L-alanina (BOAA) 
encontrada en la leguminosa Lathyrus sativos, 
en algunas partes del mundo (Spencer y col, 
1986). La neurotmdcidad producida por la 
L-BOAA se manifiesta de manera aguda o 
subaguda, y puede establecerse con bastante 
precisión la relación causa—efecto entre la 
ingesta del producto tóxico y la aparición de 
signos neurológicos aberrantes. 

La actividad tóxica del L-BOAA, evaluada 
en explantes de corteza motora de ratón, 
parece ser mediada por receptores de AMPA, 
AK, o de ambos, mientras, que la de L-
BMAA es atenuada sustancialmente por AP7 
o MK801, que son antagonistas selectivos del 
receptor de NMDA (Pearson y Nunn, 1981; 
Bridges y col, 1989). La figura 3 muestra 

BMAA 
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la analogía estructural entre L-BMMA y L-
BOAA. 

Los ejemplos anteriores de enfermedades 
neurodegenerativas debidas a posibles pre-
cursores o agonistas. de AAE contenidos en 
la dieta, son importantes para apoyar la 
hipótesis neurotóxica. Sin embargo, la pre-
gunta de por qué el daño ocasionado por 
sobreexcitación es selectivo, continúa vigente. 
Plaitakis(1990) argumenta que la vulnera-
bilidad selectiva reside en laspropiedades 
particulares de la inervación de neuronas 
motoras o en los factores asociados que 
Rueden potenciar esta inervación, o en ambos. 
El sugiere que uno de estos agentes poten-
ciadores puede ser la glicina, que además 
de tener un papel en la neurotransmisión 
inhibidora, es un modulador positivo de las 
respuestas mediadas por NMDA. De este 
modo, numerosas regiones del SNC pueden 
ser capaces de compensar los efectos debidos 
a altas concentraciones de glu, excepto en la 
médula espinal y en el tallo cerebral, donde 
la glicina promueve las acciones del N M DA. 

C. Probable mecanismo excitotóxico en la 
enfermedad de Huntington 

La enfermedad de Huntington (EH) es un 
padecimiento autonómico dominante caracte-
rizado por movimientos coreicos y demencia, 
con deterioro progresivo y muerte entre los 
15 y los 20 años después de la aparición de 
los síntomas. Estudios genéticos han identifi-
cado el locus alterado en el brazo corto del 
cromosoma 4 (Gusella y col, 1983). Las ma-
nifestaciones patológicas que se describen en 
estudios postmortem en humanos se limitan 
al SNC y se caracterizan fundamentalmente 
por atrofia neoestriatal. La atrofia celular 
sigue un curso progresivo y se han definido  

cinco estadios de severidad, del O al 4 (Von-
Sattel y col, 1985). Las neuronas espinosas 
medianas, el tipo celular predominante en el 
neoestriado, son particularmente vulnerables 
en la EH. De éstas, las más sensibles son las 
neuronas' que contienen GABA/encefalinas 
que proyectan al globus pallidus lateral, y 
las que contienen GABA/sustancia P que 
envían eferencias a la sustancia nigra (Reiner 
y col, 1988). Las interneuronas de mediano 
y de gran tamaño sin espinas se encuen-
tran relativamente preservadas, por lo menos 
en los estadios tempranos del padecimiento 
(i errante y col, 1985). Este último tipo de 
neuronas se caracteriza por su contenido 
de NADPH-diaforasa, somatostatina y neu-
ropéptido Y (Kowall y col, 1987a). 

Los primeros trabajos en modelos animales 
de EH utilizaron inyecciones intraestriatales 
de AK (Coyle y Schwarcz, 1976) y, aunque 
el patrón de degeneración observado con 
esta neurotoxina no mimetiza por completo 
los aspectos histopatológicos y neuroquímicos 
de la EH, este modelo dio la pauta para 
establecer la hipótesis de excitotoxicidad en la 
patología señalada. En apoyo a esta hipótesis, 
Beal y col (1986) mostraron que la admi-
nistración de ácido quinolínico (quin), otro 
agonista de receptores de AAE, que actúa 
en el receptor de NMDA, reproducía, en un 
modelo animal, tanto el patrón neuroquímico 
como los cambios histopatológicos de la EH. 
La. administración de quin en estriado de 
ratas reduce los niveles de neurotransmisores 
localizados en neuronas espinosas medianas 
(GABA, sustancia P) y afecta en menor grado 
el contenido de somatostatina de las neuronas 
sin espinas. El examen histoquímico muestra 
preservación relativa de las neuronas que 
contienen NADPH-diaforasa. Estos hallazgos, 
sin embargo, no han podido ser reproducidos 

Tabla III 
Perfil neuroquímico en la EN y en las lesiones estriatales inducidas por 
kainato/ibotenato y quinolinato 

Sustancia 
Neuraactiva 

GABA/GAD 
ChAT 
Dopamina 
Vasopresina 
Somatostatina 
Neuropeptido Y 

j = disminución, T = incremcnto, sc = sin cambio. Tomado de Kowall y col (1987b 
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por otros autores (Davies y Roberts, 1988). 
La tabla III resume las alteraciones inducidas 
en el patrón neuroquímico por la inyección 
intraestriatal de excitotoxinas. 
• En estudios bioquímicos postrnortern de 
tejido estriatal humano, se encuentran 'alte-
raciones metabólicas de la síntesis del quin 
y del ácido kinurénico. Estas consisten en 
un aumento de la actividad catalítica de 
la enzima 3-hidroxiantranílico oxidasa que 
sintetiza quin (Shwarcz y col, 1988) y tina dis-
minución de la síntesis del ácido kinurénico, 
el cual es un inhibidor de receptores de AAE 
(Beal y col, 1986). Por otro lado, en puta-
men de pacientes con EH, los receptores de 
NMDA se han encontrado significativamente 
reducidos (DiFiglia, 1990): 

A pesar de las pruebas presentadas a 
favor de la participación de un mecanismo 
excitador excesivo como factor involucrado en 
el origen de la EH, el retardo en la aparición 
de la sintomatología, la lenta evolución del 
proceso y la localización preferencial de la 
pérdida neuronal (zonas del caudado cerca 
de los ventrículos laterales) (VonSattel y col, 
1985), son características que no pueden ser 
explicadas fácilmente ni reproducidas con el 
uso de excitotoxinas en modelos animales. 

La búsqueda de mecanismos inductores 
de muerte celular selectiva en la EH con-
tinúa, y recientemente se ha informado de 
alteraciones en el complejo 1 de la cadena 
respiratoria (oxidorreductasa NADIE ubiqul-
nona), que plantean la posibilidad de que 
una disminución progresiva de la actividad 
de la cadena respiratoria pueda explicar la 
expresión tardía de la EH. Las perturbaciones 
en la actividad del complejo I pueden pro-
vocar la acumulación de AAE, incrementar 
la producción de radicales libres altamente 
reactivos y disminuir la síntesis de ATP 
(Parker y col, 1990). 

D. Disfuncián glutamatérgica en la 
enfermedad de Alzheimer 

Aunque en la demencia de tipo Alzheimer 
se ha reconocido la vulnerabilidad preferente 
de las neuronas colinérgicas de los núcleos 
basales del cerebro anterior, algunos aspectos 
de este padecimiento no han podido ser 
explicados por la hipótesis de degeneración 
colinérgica, como la falta de correlación entre 
las eferencias colinérgicas a la corteza cerebral 
y las áreas corticales con placas seniles y 
neurofibrilares (Mesulam y col, 1986). Por  

otro lado, el deterioro severo en los procesos 
de memoria y de aprendizaje que se observa 
en los pacientes con Alzheimer, ha llevado 
a buscar alteraciones de los sistemas de 
neurotransmisión cuya participación se ha 
implicado en.las funciones cognoscitivas. En 
este sentido, son interesantes los hallazgos de 
una disminución del número de receptores 
de NMDA en neocorteza (Greenamyre y col, 
1985). La disminución más importante se 
observa en las láminas corticales externas y 
en las regiones hipocámpicas CA1 y CA2. En 
corteza cerebral, el total de la unión de glu se 
encuentra disminuido entre el 35 y el 40%, y 
la densidad de receptores de NMDA se reduce 
aproximadamente un 60%. Esta reducción 
parece confinarse al sistema de transmisión 
glutamatérgica, y no parece estar relacionada 
con un efecto generalizado debido a la atrofia 
cortical, ya que ni el receptor colinérgico 
muscarínico ni el GABA/benzodiazepínico 
se alteran (Greenamyre y col, 1987). Los 
síntomas se desconexión cortical, que repre-
sentan un aspecto prominente de la demencia 
de Alzheimer, pueden explicarse por una 
desaferentación glutamatérgica. Las placas 
seniles y neurofibrilares se concentran en 
las zonas de terminales glutamatérgicas, así 
como en las zonas donde se encuentran los 
cuerpos celulares que las originan (Pearson 
y col, 1985). Estudios en corteza y en hipo-
campo, utilizando tinciones de Golgi, sugieren 
la existencia de un edema terminal dendrítico 
de neuronas piramidales, que se inicia en las 
espinas dendriticas (Scheibel y col, 1975). 
Estos hallazg os junto con otra línea de 
evidencias qumuestran inmunorreactividad 
para glu en las neuronas piramidales que 
contienen las placas neurofibrilares (Maragos 
y col, 1987), han llevado al planteamiento 
de un escenario de secuencia de sucesos que 
pueden ocurrir en la demencia de Alzheimer 
y donde la transmisión excitadora puede 
desempeñar un papel importante. 

A pesar de la aparente participación del sis-
tema glutamatérgico, tanto en la patogénesis 
como en las manifestaciones clínicas que se 
presentan en la demencia de Alzheimer, de-
ben diseñarse nuevas estrategias experimen-
tales con el fin de corroborar la hipótesis de 
neurotoxicidad. 

IMPLICACIONES TERAPÉUTICAS 

T as evidencias que señalan al glu como 
_U un protagonista importante en el origen 
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de las enfermedades neurodegenerativas, per-
miten diseñar nuevas estrategias terapéuticas 
para el manejo racional de este grupo de 
padecimientos hasta ahora intratables. En 
años recientes, han aparecido numerosos re-. 

• portes 'en los- que se :señalan los. efectos. 
protectores de antagonistas de receptores de 
NMDA o no-NMDA en algunos paradigmas 
experimentales en los que se ha implicado 
el mecanismo de la excitotoxicidad. Existen 
sin embargo, varios aspectos que tienen que 
ser esclarecidos antes de que la herramienta 
terapéutica propuesta teóricamente, pueda 
materializarse. En primer lugar, no se ha 
determinado aún si el bloqueo de la trans-
misión glutamatérgica, en términos de la 
eficacia para proteger contra la neurodegene-
radón, es compatible con un funcionamiento 
normal del SNC. Por otro lado, algunos 
de los antagonistas del receptor de NMDA, 
que ya han sido utilizados en la práctica 
clínica para tratamientos agudos en otras 
patologías, producen, como efecto colateral, 
síntomas relacionados con la esquizofrenia 
(Honey y col, 1985; Huettner y Bean, 1988). 
Sin embargo, como la mayoría de las sinapsis 
excitadoras rápidas del SNC parecen actuar 
por medio de receptores de tipo no-NMDA 
(Mayer y Westbrook, 1987), debe esperarse 
que funciones vitales de control respiratorio y 
cardiovascular no se alteren por el bloqueo 
de receptores de NMDA. Los antagonistas 
con que actualmente se cuenta son del tipo 
de la feniciclidina, y presentan gran lipof i-
licidad (lo que asegura un buen transporte 
a través de la barrera hematoencefálica), y 
gran efectividad para proteger los efectos 
tóxicos de los agonistas. Ejemplo de estos 
compuestos son la ketamina, el dextrorfan y 
el MK-801. Algunos otros antagonistas que 
se están estudiando actualmente incluyen a 
los del sitio de la glicina como el kinurenato, 
el HA-966 (Fletcher y Lodge, 1988) y la 
cicloleucina (Snell y Johnson, 1988). 

El uso crónico de estos compuestos para el 
tratamiento de padecimientos como la ELA o 
la EH no ha sido valorado y es de esperarse 
que pueda inducir efectos colaterales indesea-
bles. En particular, el bloqueo de las sinapsis 
que utilizan NMDA puede interferir con los 
fenómenos de plasticidad neuronal y de esta 
manera agravar las alteraciones de memoria 
y de aprendizaje (Collingridge y Bliss, 1987). 

El potencial terapéutico del antagonismo 
de la neurotoxicidad inducida mediante re-
ceptores no-NMDA debe ser un área vital de 
exploración con el fin de contar con anta- 

gonistas específicos. La reciente donación de 
genes relacionados con los sitios para AMPA 
(Keinanen y col, 1990), puede ser el peldaño 
inicial para la obtención de tales antagonistas. 

Además del uso de antagonistas de recepto- 
• res de la transmisión excitadora, pueden em-

plearse otras estrategias para la modulación 
de las sinapsis que utilizan AAE. Es posible, 
por ejemplo, manipular presinápticamente las 
neuronas glutamatérgicas con el fin de reducir 
la tasa de síntesis o de liberación del glu. Los 
antagonistas de adenosina, la cual reduce la 
liberación de neurotransmisores en una gran 
variedad de sinapsis (Corradetti y col, 1984), 
son eficaces para disminuir in vivo el daño 
neuronal por hipoxia (Evans y col, 1988). 
La disminución en la biodisponibilidad de la 
glutamina, que a su vez reduce la síntesis de 
glu, es una maniobra que también ha probado 
ser útil para reducir el daño neuronal por 
hipoxia (Goldberg y col, 1988). El uso clínico 
de aminoácidos de cadena ramificada como 
L-leucina, L-isoleucina y L-valina también 
puede ser considerado por su capacidad de 
activar la GDH de cerebro de humano a 
concentraciones fisiológicas (Plaitakis y Shas-
hidharan, 1988). Por último, puede postularse 
otro tipo de efectos neuroprotectores con el 
uso de inhibidores de sucesos postsinápticos 
determinados específicamente por AEE: los 
esteroides 21-amino

' 
 que inhiben radicales 

libres inductores de lipoperoxidación (Braug-
hler y col, 1987) y los gangliósidos que 
inhiben la translocación de proteína cinasa C 
(Vaccarino y col, 1987). 

Combinaciones farmacológicas sinergistas 
podrían ofrecer posibilidades terapéuticas adi-
cionales que permitan mayor esperanza de 
vida y condiciones de existencia más digna 
para los pacientes con enfermedades neuro-
degene rat i vas . 

CONCLUSIONES 

T os AAE pueden actuar como excitoto-
Li xinas capaces de causar neuropatología 
selectiva cuando se excede la concentración 
normal en el espacio sinóptico. El incremento 
de estos compuestos en el SNC puede ser 
la consecuencia de alteraciones en su me-
tabolismo o de disponibilidad periférica, de 
alteraciones en los sistemas de transporte 
localizados en la barrera hematoencefálica o 
de desajustes en los mecanismos sinápticos 
de liberación o recaptura. Las biologías mo-
lecular y celular de la transmisión excitadora 
siguen intrigando a los investigadores de esta 
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área y siguen estimulando el desarrollo de 
estrategias experimentales que puedan llevar 
a correlacionar los procesos normales que 
involucran AAE, tales como la maduración 
(Aruffo y col, 1987), el crecimiento neuro-
nal .(Mattsoit y...col, 1988) y la plasticidad 
(Collingridge y Bliss, 1987), con los meca-
nismos responsables de la excitotoxicidad. 
¿Es la excitotoxicidad la expresión exagerada 
de un mecanismo natural de señalamiento 
nervioso que involucra un elaborado sistema 
de segundos mensajeros? ¿Puede representar 
el desajuste de un mecanismo de selección 
neuronal necesario durante los procesos de 
crecimiento y de desarrollo? 

Éstas son algunas de las interrogantes que 
deberán ser contestadas con objeto de profun-
dizar nuestro conocimiento sobre el fenómeno 
de la muerte neuronal, y así aumentar las 
expectativas de disponer de herramientas 
terapéuticas que nos permitan influir en este 
poco conocido fenómeno, y en la medida de 
lo posible alterar su, hasta ahora, inexorable 
curso. 
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ABSTRACT 

acitatory amino acida play a crucial role in synaptic transmis-
sion. These compounds can trigger neuronal degeneration and 
oell death. Given that excitatory amino acid-synapses comprise 
the vast majority of synapses, new avenues for multidisciplinary 
study nos only in plasticity bus also in pathology have emerged 
recently. 



CAPITULO IIf 

La muerte neuronal en la Enfermedad de Alzheimer. 

La EA como entidad clínica surgió a raíz de los estudios histopatológicos del 

médico alemán Alois Alzheimer realizados hacia 1906 en una mujer de 51 años, fallecida 

después de cuatro años de evolución de un cuadro demencial. Entre los signos y 

síntomas sobresaliente se encontraron pérdida de la memoria, desorientación en tiempo 

y espacio y deterioro cognoscitivo progresivo. En el análisis anatomopatológico, utilizando 

métodos de impregnación argéntica, se describieron por primera vez las marañas 

neurofibrilares como elementos asociados. Actualmente, todos los estados demenciales 

que en el análisis histopatológico cursan con marañas neurofribrilares y placas seniles, 

descritas por primera vez por BIoq y Marinesco en 1892, se diagnostican como EA, 

independientemente de la edad de inicio. 

La EA es la forma más común de demencia en individuos mayores de 60 años y, 

ciertamente, uno de los padecimientos degenerativos del SNC mas devastadores Con 

el avance de la medicina moderna la expectativa de vida de los seres humanos va en 

aumento, y por esta razón el problema de la EA se hace cada vez más importante ya 

que su principal factor de riesgo se asocia al envejecimiento. El estudio prospectivo sobre 

"Envejecimiento en el Bronx" (Aronson y cols., 1991), iniciado en 1980, muestra que la 

frecuencia anual de la demencia alcanza un 6% en individuos mayores de 85 años. En 

otros análisis epidemiológicos se menciona que aproximadamente el 11% de los 

individuos de más de 65 años tienen grados de demencia de moderada a media y el 
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4.4% se encuentran severamente demenciados. Cerca del 55% de los casos de 

demencia senil son del tipo Aizheimer y se calcula que para el año 2,000 el número de 

pacientes se habrá duplicado. En México no existen estudios estadísticos rigurosos en 

este sentido, ya que para 1990 se registraron únicamente 111 defunciones por EA. Sin 

embargo en otros análisis estadísticos se menciona que en el momento actual hay 

350000 casos. De cualquier manera la EA, un padecimiento hasta ahora incurable es, 

sin duda, un mal creciente. En la tabla 1 se presenta la lista de otros padecimientos 

neurodegenerativos y metabólicos que pueden cursar con demencia sin pertener al tipo 

de Alzheimer. 

Cuadro Clínico. De acuerdo con el Manual de Diagnóstico y Estadística (DSM-11I-R) 

de la Asociación Americana de Psiquiatría, los criterios para el diagnóstico de demencia 

incluyen la evidencia demostrable de pérdida de la memoria asociada con deterioro de 

alguna otra función cognoscitiva o con cambios en la personalidad. Los criterios de la 

Clasificación Internacional de Enfermedades (1CD-10) para el diagnóstico presuntivo de 

EA se basan en la aparición insidiosa de un cuadro demencial y deterioro intelectual 

lento, en ausencia de otra enfermedad cerebral o sistémica. Según el1CD-10 se requiere 

una evolución de los síntomas de al menos 6 meses y en grado suficiente para impedir 

el desempeño de las actividades habituales. 

La demencia en la EA se manifiesta principalmente por una profunda pérdida de 

la memoria, disminución en la capacidad para realizar tareas rutinarias, alteraciones del 

juicio, desorientación, cambios en la personalidad, dificultad para aprender y pérdida de 

patrones lingüísticos. Estos signos y síntomas se han divido en tres etapas. La primera 
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TABLA 1. Otros tipos de demencia en enfermedades metabolicas, degenerativas 
y cerebrovasculares. 

ORIGEN 	 TIPO DE ENFERMEDAD 

Demencia asociada a enfermedades 
neurodegenerativas 

Demencia asociada a causas 
metabólicas 

Enfermedad de Parkinson 
Enfermedad de Cuerpos de Lewy 
Parálisis.supranuclear progresiva 
Enfermedad de Huntington 
Degeneraciones subcorticales 
Degeneraciones corticales 
Esclerosis lateral amiotrófica 
Enfermedad de Hallervorden-Spatz 

Enfermedad de Wilson 
Enfermedad de peroxisomas 
Enfermedad de lipoproteínas 
Lipidosis de origen desconocido 
Encefalopatia con acidosis láctica 
y episodios cerebrovasculares (MELAS) 
Leucodistrofia metacromática 
Enfermedad de Lafora 

Demencia asociada a enfermedad 
cerebrovascular Infartos cerebrales múltiples 

Atrofia cortica' granular 
Estado 'acunar con infartos quísticos 
Enfermedad de Binswanger 
(ateroesclerótica) 
Leuco-Aralosis (ateroescierótica) 
Angiopatía amiloidea 



se caracteriza por pérdida de la memoria a corto plazo, pérdida de la memoria 

topográfica y desorientación en tiempo y espacio. En la etapa dos hay un deterioro 

marcado de todos los aspectos de la memoria, además de disfasia, dispraxia (debida a 

daño del lóbulo parietal) y agnosia. En esta etapa se han reportado focos epilépticos en 

el 5-10% de los casos. El deterioro de la personalidad se manifiesta primariamente como 

pérdida del juicio y capacidad del pensamiento abstracto y puede culminar con un franco 

estado psicótico. En la tercera y última etapa el deterioro intelectual es severo y el 

paciente pierde todo contacto con el mundo que le rodea, no reconoce a sus familiares 

e incluso puede no reconocer su propia imagen frente al espejo. Hay aumento del tono 

muscular, incontinencia de esfínteres y caquexia. En esta tercera etapa el paciente se 

encuentra prácticamente descerebrado. La muerte suele ocurrir en un plazo de 6 a 12 

años una vez iniciada la enfermedad. 

Desde un punto de vista molecular y bioquímico existen grandes avances sobre 

el conocimiento de la EA, aunque el evento patogénico clave que conduce a la demencia 

aún sea un misterio. Los estudios más recientes sobre los cambios patológicos sugieren 

que, funcional y estructuralmente la EA involucra alteraciones predominantemente de 

la corteza cerebral, aunque las zonas de lesión parecen afectar selectivamente ciertas 

poblaciones neuronales y se ha encontrado cierta distribución laminar y especificidad 

regional y de conectividad alteradas. Lo anterior lleva a la conclusión importante de la 

existencia de diferentes grados de vulnerabilidad neuronal en la EA (Morrison, 1993, ver 

tabla 2). 

Los dos marcadores histopatológicos clásicos de la EA son las placas seniles y 
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TABLA 2. Características morfológicas y neuroquímicas que se asocian con una 
mayor vulnerabilidad o resistencia en la Enfermedad de Alzheimer 

Tipo neuronal 
	

Marcadores neuroquímicos 
	

Vulnerabilidad/resistencia 

Células  
Piramidales  Subtipo de receptor a GLU 

Kainato/AMPA 

 

  

Muy vulnerables 

interneuronas 
Doble ramillete 
En canasta 
Bipolares 
Otros tipos 

Neurofilamentos no fosforilados. 
MAPs 
Calbindina 
Superóxido Dismutasa Cu/Zn 
Proteína cinasa Ca2lcalmodulina 
tipo II 
Otras cinasas 

Calbindina/somatostatina 
Parvalbumina 
Calretina 
Calbindina 
Somatostatina 
Somatostatina/NADPH/ 
neuropéptido Y 
Sustancia P 

Vulnerables 
Vulnerables 
Vulnerables 

Vulnerables 
Muy vulnerables 

Resistentes 
Resistentes 
Resistentes 
Vulnerables 
Vulnerables 

Muy resistentes 
Muy vulnerables 



marañas neurofibrilares. Las placas seniles consisten en grupos de neuritas distróficas 

y procesos celulares gliales que rodean un núcleo de proteína amiloide, y se localizan 

principalmente en áreas de la neocorteza, el hipocampo y la amígdala. Las marañas 

neurofibrilares son depósitos anormales de proteína intraneuronal que se ensambla 

formando los filamentos helicoidales apareados (FHA), que pueden encontrarse en las 

mismas áreas que las placas y en regiones subcorticales como el núcleo basalis de 

Meynert, el locus ceruleus y el núcleo dorsal del rafé. Además de estos dos marcadores 

clásicos, se han descrito otros cambios patológicos asociados con la demencia, como la 

pérdida neuronal masiva que principalmente involucra regiones de la formación 

hipocampal y la neocorteza. 

Ni las marañas neurofibrilares ni las placas seniles son elementos histopatológicos 

exclusivos de la EA. Las marañas neurofibrilares se observan en otros padecimientos 

neurodegenerativos, como en el complejo demencia' Parkinsónico de Guam la demencia 

pugilística el Parkinson postencefalítico, el síndrome de Down en adultos y en pequeña 

proporción en padecimientos menos comunes como la panencefalitis esclerosante 

subaguda, la enfermedad de Hallervoden-Spatz y la enfermedad neurovisceral por 

almacenamiento de lipidos. A diferencia de las marañas neurofibrilares, que se asocian 

siempre a neurodegeneración patológica y nunca se ven en animales, las placas seniles 

pueden observarse de manera abundante en individuas ancianos no demenciados y en 

algunas especies animales particularmente en primates. Estudios recientes han 

demostrado que en sujetos no demenciados, la presencia de placas seniles no se asocia 

a neuritas distróficas con inclusiones de FHA (Blessed y cols. 1968; Katzman y cals., 

18 



1988; Kowall y Kosik, 1987). Estos datos apuntan hacia la participación de las 

alteraciones del citoesqueleto como el evento causal directamente involucrado con la 

muerte neuronal en la EA. 

A continuación se presentarán algunos de los estudios más recientes sobre 

alteraciones de ciertos mecanismos bioquímicos involucrados en la muerte neuronal en 

la EA. 

Neuropatología Bioquímica 

Papel del citoesqueleto en la neurodegeneración. 

El citoesqueleto neuronal está formado por una densa red de proteínas fibrilares 

que provee de una trama molecular a las neuronas para darles soporte y definir su 

forma. Por sus características estructurales dinámicas, el citoesqueleto permite a las 

neuronas experimentar cambios dramáticos ante una gran variedad de estímulos y se 

relaciona estrechamente con procesos de desarrollo, plasticidad, envejecimiento y muerte 

(Daniels, 1972; Black y Greene, 1982; Dinsmore and Solomon, 1991; Matsumaya y 

Jarvik, 1989). Una gran variedad de proteínas se encuentran formando parte de esta red 

molecular permitiendo el arreglo de tres tipos de estructuras principales los 

microfilamentos, los neurofilamentos y los microtúbulos (tabla 3). 

En mamíferos, los neurofilamentos están compuestos por tres subunidades 

proteicas que, con base en su movilidad electroforética, se han designado como 

neurofilamentos pesados, medios y ligeros, cuyas masas moleculares son, 

respectivamente, de 200, 168 y 70 kDa. A partir del uso de anticuerpos monoclonales 

se ha demostrado que los neurofilamentos de axones son proteínas muy fosforiladas 
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TABLA 3. DIFERENTES COMPONENETES DEL CITOESQUELETO NEURONAL 

TIPO 	 PROTEINAS CONSTITUTIVAS 

MICROTUBULOS 
(25-29 nM diámetro, formados por 
polímeros largos de dímeros de 
tubulina. Localizados en axones y 
dendritas. Funciones de soporte, 
transporte, crecimiento, división 
celular. 

a y f3 tubulina 
MAPs (proteínas asociadas) 

NEUROFILAMENTOS 	 NF-H (pesados) 200 kDa 
(10 nm diámetro, 	 NF-M (medianos) 168 kDa 
localización principal 	 NF-L (ligeros) 	70 kDa 
en axones. Principal 
soporte para la neurona). 

MICROFILAMENTOS 
(5-7 nM diámetro, son polímeros 
formados por unidades de actina 
globular en forma de doble hélice. 
En la célula, la actina se encuentra 
mayoritariamente despolimerizada y 
concentrada en sitios membranales, 
donde se une a varias proteínas 
estructurales como la fodrina. 

Actina 



mientras que en los cuerpos celulares y en las dendritas prácticamente no contienen 

fosfato (Schwartz, 1985). 

Los microtúbulos parecen ser las estructuras del citoesqueleto cuya alteración 

bioquímica se asocia directamente con la muerte celular en la EA (Flament y Delacourte 

1989; Zhang y cols., 1989), aunque también se han reportado cambios en las proteínas 

que componen los neurofilamentos. 

Los microtúbulos son estructuras tubulares cuya unidad monomérica es la tubulina, 

un heterodímero formado de dos proteínas globulares llamadas a- y f3- y una cantidad 

importante de proteínas asociadas (MAPs). Los microtúbulos se relacionan 

funcionalmente con los neurofilamentos y están implicados en varios aspectos de la 

fisiología de las neuronas, incluyendo la división celular la motilidad, el crecimiento de 

axones y dendritas, el mantenimiento de la morfología neuronal y el transporte de 

diferentes componentes citoplásmicos (Vale y cols., 1985; Matus 1990). Los microtúbulos 

son estructuras inestables, dinámicas, que crecen y se retraen constantemente. Un gran 

número de datos experimentales señalan que el papel de las MAPs se relaciona con el 

mantenimiento de la estabilidad de los microtúbulos en axones y dendritas, y por lo 

mismo, se ha sugerido su papel como factores determinantes de la forma neuronal y de 

la regulación del balance rigidez/plasticidad de los procesos neuronales (Matus, 1988). 

Algunas de estas MAPs son especificas de neuronas y estudios bioquímicos e 

inmunológicos han identificado a la MAP1, la MAP2 y la tau como las más importantes 

en mamíferos adultos. La MAP1 se localiza en dendritas y axones; la MAP2 en somas 

y dendritas y la tau es casi exclusivamente un marcador axonal. La presencia de MAP2 
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o tau en las neuronas tiene repercusiones morfológicas interesantes. Por ejemplo, el 

espacio entre los microtúbulos axonales es de 20 nm, mientras que en las dendritas es 

de 100 nm. En el cerebro maduro se ha postulado que la MAP2 y la tau contribuyen a 

la estabilidad estructural de dendritas y axones, mientras que en el desarrollo, estas 

proteínas ejercen un papel importante en la estabilización de los procesos nuronales que 

emergen detrás del cono de crecimiento y permiten que los microtúbulos se encuentren 

en un estado mucho menos rígido (figura 3). 

En el cerebro de pacientes con EA el citoesqueleto de un gran número de 

neuronas se desagrega progresivamente y se reemplaza por haces de FHA. Estos FHA 

se asocian, produciendo las marañas neurofibrilares que se localizan principalmente en 

el cuerpo neuronal, llenando casi todo el citoplasma de las células afectadas (Iqbal y 

Grundke-lqbal, 1991). Acumulaciones de los FHA también se observan en las neuritas 

distróficas que rodean los acúmulos extracelulares de proteína amiloide de las placas 

neuríticas (seniles). Una tercera localización de los FHA ocurre en neuritas y en el 

neuropilo de la corteza telencefálica formando los llamados hilillos de neuropilo (figura 

4). 

Los estudios sobre la composición bioquímica de los FHA se han dificultado por 

su escasa solubilidad en detergentes y su gran resistencia a la proteólisis. Los 

procedimientos convencionales para el estudio molecular de los FHA combinan su 

extracción de fracciones de tejido crudo obtenido de individuos fallecidos con EA, la 

digestión con proteasas y su ulterior separación por centrifugación en gradientes de 

sacarosa o esa Debido a la dificultad para extraer FHA muy purificados aún no se 
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conoce perfectamente su composición bioquímica (Greenberg y Davies, 1990). Sin 

embargo el patrón de polipéptidos y su inmunorreactividad cruzada sugieren que la 

proteína tau forma parte importante de su composición (Delacourte y Defossez, 1986; 

Grundke-lqbal y cols., 1986; Wischik y cols., 1988). Asimismo, se han podido secuenciar 

fragmentos de otras proteínas asociadas, como la MAP2 y otras no relacionadas con el 

citoesqueleto, como es el caso de la proteasa ubiquitina la cual forma parte de un 

sistema celular de marcaje de proteínas es para su ulterior degradación (Morí y cols., 

1987). 

La tau como marcador molecular de la EA. La proteína asociada a microtúbulos tau 

pertenece a una familia de proteínas heterogéneas derivadas de un gen que, por 

procesamiento alternativo del ARNm, genera 6 isoformas en el adulto normal, cuyos 

pesos moleculares oscilan entre 45 y 68 kDa (Francon y cols. 1982; Himmler, 1989). La 

tau se ha considerado un marcador importante en la EA, en virtud de que es el principal 

componente bioquímico encontrado en los FHA. En estas estructuras la tau, que 

normalmente contiene 2-3 moles de fosfato, aparece hiperfosforilada, con 5-9 moles de 

fosfato por mol de tau. Todas las isoformas de tau aisladas de cerebros de pacientes con 

EA contienen más fosfatos que las 6 isoformas normales (Goedert y cols., 1992). Aunque 

todavía es materia de controversia, las isoformas anormales de tau parecen idénticas en 

composición y secuencia de aminoácidos al grupo de proteínas específicas de la EA, 

denominadas colectivamente como A68 (Lee y cols., 1991). La A68 difieren de la tau del 

adulto normal con respecto al grado y a los sitios de fosforilación, que aumentan su 

movilidad electroforética en geles de polacrilamida. Se ha identificado hasta el momento 
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Figura 4 Modelo hipotético de la formación de los filamentos apareados 
helicoidales (FAH). La tau estabiliza a los microtúbulos y en 
condiciones patológicas puede transformarse en la proteína 
A68, la cual tiende a autoensamblarse y formar los FAH en sus 
tres localizaciones en el sistema nervioso central. 



el sitio 396, que corresponde al aminoácido serina, como uno de los sitios de fosforilación 

anormal de la proteína tau extraída de los FHA (Bramblett y cols., 1993). La producción 

de proteína A68 (tau modificada) disminuye enormemente su capacidad para unirse a 

los microtúbulos precisamente en aquellas regiones del cerebro que contienen niveles 

altos de A68 y numerosas lesiones neurofibrilares. Esto ha sugerido una relación 

precursor-producto entre tau y A68. 

La proteína tau promueve, en condiciones normales, el ensamblaje de los 

microtúbulos (Cleveland y cols., 1977). El mecanismo por el cual se favorece la 

polimerización de la tubulina involucra aspectos estructurales y bioquímicos de la tau, 

como la presencia de dominios de secuencias repetidas de aminoácidos (que se conocen 

como sitios de unión a microtúbulos) y su grado de fosforilación (Butner y Kirschner, 

1991). Por ejemplo, la proteína tau extraída de cerebros fetales contiene sólo tres 

dominios repetidos de unión a microtúbulos y no se une con tanta eficiencia como la del 

adulto, que contiene cuatro de estos dominios. El papel del grado de fosforilación de la 

proteína es menos dalo, lo mismo que los aminoácidos involucrados. Es posible que 

algunos de los sitios de fosforilación anormal que aparecen en la proteína A68 sean sitios 

de fosforilación normales en la tau fetal. Esto es, que la fosforilación anormal de la tau 

de cerebros con EA en la serina 396, recapitule los cambios de la tau durante etapas 

tempranas del desarrollo (Bramblett y cols., 1993). 

El uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra epítopes específicos de la 

proteína tau ha permitido conocer mucho acerca de los cambios bioquímicos que ocurren 

en esta proteína en la EA. Así, por ejemplo, se ha determinado que los dos tercios del 
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segmento carboxilo terminal corresponden al fragmento de tau integrado al núcleo de los 

FHA a través de sus dominios repetidos. El anticuerpo monoclonal denominado 423 

identifica específicamente una ruptura en la tau integrada a los FHA en el residuo 395 

del ácido glutámico (Novak y cols., 1989). A partir de este hallazgo, resulta plausible 

pensar que la hiperfosforilación de la tau no es la única alteración que influye en la 

disfunción de esta proteína en la EA, sino que su ruptura, inducida probablemente por 

ciertas proteasas también es importante (Novak y cols., 1993). 

Entre los anticuerpos monoclonales producidos a partir de fragmentos aislados de 

los FHA es digno de mención el Alz-50, decrito en 1986 por Wolozin y cols., que fue uno 

de los primeros utilizados para el marcaje inmunohistoquimico de las marañas 

neurofibrilares y con el cual originalmente se describió a la proteína tau modificada como 

proteína A68. Secciones de cerebros obtenidos de pacientes teñidos para 

inmunohistoquímica con Alz-50, muestran, sin embargo, que el grueso del teñido no se 

encuentra exactamente en las marañas neurofibrilares sino en los procesos neuronales. 

Este hallazgo concuerda con la hipótesis de que no solo la hiperfosforilación de la tau 

desencadena los mecanismos que finalmente conducen a la muerte neuronal. Es posible 

que el incremento de fosforilación que se ha descrito para otras proteínas, como la MAP2 

y los neurofilamentos de alto peso molecular, represente un evento general de alteración 

metabólica que conduce a la neurodegeneración. Es asimismo probable que el 

anticuerpo Alz-50 reconozca algún otro componente molecular cuya naturaleza precisa 

aún se desconoce (Davies, 1993). 

Se están realizando estudios numerosos para conocer el papel de proteína 
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cinasas o proteína fosfatasas que pudieran ser responsables de la fosforilación anormal 

o la falta de remoción de fosfatos en los residuos de aminoácidos, que transforman a la 

proteína tau en la proteína A68. De las proteína cinasas cuya actividad pudiera estar 

involucrada en la etiopatogenia de la EA se pueden mencionar la MAP cinasa (también 

conocida como ERK 2, y que activada por mitógenos), la calcio-calmodulina cinasa y la 

proteína cinasa dependiente de AMPc (Baudier y Cole, 1987; Yamamoto y cals., 1988; 

Drewes y cals., 1992). Las proteína fosfatasas candidatas de disf unción son los tipos 1 

y 2A (Gong y cols., 1993). 

En la figura 5 se presenta un esquema de la tau con los dominios repetidos y los 

epítopes fosforilados reconocidos por diferentes anticuerpos. 

Dada la estructura de las neuronas, una de sus funciones vitales es el transporte 

de materiales del soma a las terminales nerviosas. El ensamblaje correscto de los 

microtúbulos es esencial para realizar esta función. En la EA el ensamblaje de los 

microtúbulos es totalmente defectuoso, tal vez como resultado de las profundas 

alteraciones que sufre la tau. Mas aún, la unión del guanosín trifosfato (GTP) a la 

subunidad 13 de la tubulina, la cual inicia su polimerización para formar microtúbulos 

estables, es promovida por tau, por lo que la pérdida de una tau funcional altera 

gravemente la función de las microtúbulos en varios aspectos. 

En todas las células, la tasa de acumulación de proteínas anormales depende de 

la velocidad de su transporte, síntesis y degradación. De esta manera, algunos 

componentes que son normalmente transportados del cuerpo neuronal a las terminales 

pueden acumularse en el soma neural y retardar su degradación en las neuronas 
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afectadas, lo cual explicaría la localización somática preferente de los FHA. 

De las evidencias señaladas se puede resumir lo siguiente: 

1) Algunos sistemas de fosforilación-desfosforilación son defectuosos en la EA, lo que 

lleva a una hiperfosforilación de la proteína tau y algunas otras proteínas neuronales, 2) 

la fosoforilación anormal de la tau contribuye a un ensamblaje defectuoso de los 

microtúbulos que consecuentemente impide un flujo axoplásmico normal y pudiera 

conducir a la neurodegeneración y 3) los cambios en la proteína tau son sólo uno de los 

indicios de anormalidades metabólicas generales que afectan el comportamiento neuronal 

las cuales aun se desconocen. 

Amiloidosis  

La presencia de depósitos amiloideos, conocidos como placas seniles, se ha 

identificado con el proceso de envejecimiento y con la EA. Las placas seniles se 

componenen de neuritas dispuestas sobre un material positivo a la Unción con tioflavina 

S/rojo Congo y se observan más frecuentemente en la amígdala el hipocampo y la 

neocorteza. El amiloide está formado por filamentos extracelulares de 7-10 nm de 

diámetro (fibrillas amiloideas) que se acumulan en depósitos esféricos en el tejido 

cerebral (placas seniles) y la microvasculatura meníngea (angiopatía congofílica). El 

análisis de la composición bioquímica de los depósitos amiloideos ha revelado la 

presencia de un péptido hidrofóbico, compuesto de 39-43 aminoácidos, llamado proteína 

0-amiloide (f3AP) (Masters y cols., 1985; Miller y cols. 1993). La secuencia parcial de 

aminoácidos del amiloide leptomeníngeo fue reportado por Glenner en 1984 quien, 

definió al péptido amiloide (GAP) de 4.2 kD. La GAP que se deposita en las placas 
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nueuríticas y en la vasculatura cerebral corresponde a péptidos de 42-43 y 39-40 

residuos de aminoácidos, respectivamente. 

La BAP es un fragmento proteolítico de una proteína conocida como proteína 

precursora del amiloide (APP), y comprende 28 aminoácidos inmediatos del grupo amino 

terminal del dominio transmembranal más los primeros 11-15 residuos de dicho dominio 

de la APP (figura 6). 

La APP pertenece a un grupo complejo de polipéptidos enclavados en la 

membrana con una masa molecular de 100-140 kD y que son susceptibles de 

modificarse por O- o N- glucosilación, fosforilación, sulfatación, proteólisis y secreción de 

su región extramembranal (Kang y cals., 1987; Robakis y cals., 1987). La heterogeneidad 

de la APP se debe en parte al procesamiento alternativo de los 19 exones que contiene 

el gen, y que puede dar lugar a más de las 10 isoformas de la APP. El gen para esta 

proteína, en los humanos, se localiza en el cromosoma 21. Cuatro de los 10 ARNm 

codifican para APPs de 695,751 y 770 aminoácidos y contienen el fragmento de la BAP. 

Las APP770  y APP75, contienen un fragmento dentro de su molécula homólogo en 

secuencia a la familia de los inhibidores de proteasas de serina de tipo Kunitz (nexina 

II) (Kitaguchi y cols. 1988). 

Las APPs son proteínas ubicuas, ya que se han encontrado prácticamente en 

todas las células y tienen un alto grado de conservación evolutiva (Rosen y cols., 1989). 

Sin embargo, nadie conoce cabalmente la función de estas proteínas de cuyo 

metabolismo se pueden originar fragmentos de secreción amiloidogénicos y fragmentos 

no amiloidogénicos. Existen numerosos trabajos que tratan de asignar un papel funcional 
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a la APP, la BAP y los fragmentos de APP que son producidos y secretados 

normalmente durante el metabolismo de una gran variedad de células (Seubert y cols., 

1992). Se ha sugerido que la APP, por ser una proteína transmembranal, puede 

funcionar como un receptor de superficie celular o que puede tener un papel importante 

como molécula de adhesión (Schubert y cols., 1989). La APP770  y los fragmentos de 

APPs que se secretan contienen a la proteasa nexina II (Kitaguchi y cals., 1988). Sin 

embargo, el significado funcional exacto de la APP sigue siendo materia de conjetura. 

La mayoría de las formas secretadas de APP se producen después de que la 

molécula completa es hidrolizada por una enzima hipotética, llamada APP secretasa, 

entre la Lis 16 y la Leu 17 de la secuencia de BAP, lo que impide que la BAP se 

produzca (Esch y cols., 1990; Sisodia y cals., 1990). Por este motivo, resulta muy 

importante entender los mecanismos de modulación de la actividad de esta secretasa 

que estarían regulando la amiloidogénesis cerebral. En cultivos de tejidos se tiene 

evidencia de que vados agentes como los ésteres de forbol y los agonistas colinérgicos 

de tipo muscarínico, influyen en la actividad de la secretasa (Caporaso y cols., 1992; 

Buxbaum y cols. 1992; Nitsch y cols., 1992). 

El procesamiento intracelular de la APP y las rutas metabólicas que pueden 

generar la f3AP ocupan a buena parte de los investigadores en el ares de la EA. Una 

teoría considera que es necesario un daño previo en la membrana neuronal para que 

se pueda generar BAP a partir de la APP, ya que el carboxilo terminal de la BAP es 

membrana'. Aunque la mayoría de APP se localiza en la membrana, recientemente se 

ha encontrado una fracción importante de esta proteína en compartimentos intracelulares 
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(Haass y cols., 1991). La ruptura de la molécula de APP para producir formas de 

secreción se lleva acabo en el aparato de Golgi o en las mismas vesículas de secreción 

(Sambamurti y cols., 1992). En apoyo a lo anterior, se ha encontrado en extractos 

celulares y en vesículas a la nexina 11 contenida en la molécula de APP. Las moléculas 

de APP no hidrolizadas alcanzan la superficie membranal y se insertan en ella. La 

secreción de la APP que se encuentra en la superficie membranal se inhibe por agentes 

que inhiben la endocitosis. Además, la APP contiene una señal de internalización en su 

dominio citoplasmático. La APP reinternalizada es procesada y degradada muy 

probablemente por lisosomas (Haass y cols., 1992). 

Como la molécula de BAP sólo se encuentra en condiciones patológicas o durante 

la senecencia, se puede suponer que su aparición en el tejido nervioso es el resultado 

de un procesamiento aberrante de la molécula de APP. Hasta el momento no es claro 

cómo se puede producir la BAP a partir de la ruptura hidrolítica de la APP en virtud de 

que el sitio de probable ruptura es inaccesible a la proteólisis. Al no existir hasta el 

momento un buen modelo animal de arniloidogénesis, la posibilidad de encontrar agentes 

que interfieran con el metabolismo de la APP y con la producción de la BAP es todavía 

lejana aunque sin duda importante para entender los mecanismos moleculares de la EA. 

Recientemente se ha encontrado evidencia de una ruta metabólica que genera 

fragmentos del carboxilo terminal que contienen a la molécula de BAP. Estos fragmentos 

se purificaron de fracciones membranales aisladas de corteza cerebral, microvasculatura 

meníngea, plaquetas y de células en cultivo que sobreexpresan a la APP (Seubert y 

cols., 1992), asi como en el medio de células en cultivo y líquido cefalorraquídeo de 
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humanos como resultado del metabolismo celular normal (Haass y cols., 1992). Estas 

formas normales de producción de amiloide contienen grupos N-terminal y C-terminal 

heterogéneos. Una pregunta importante que surge de estos hallazgos es si la BAP que 

se deposita en las placas amiloideas deriva de estos péptidos de f3AP secretados 

normalmente o si proviene de rutas diferentes. Otros hallazgos importantes en relación 

con la presencia de BAP se deben a la existencia de otros padecimientos relacionados 

con la BAP fuera del cerebro, y a que la BAP puede ser un tipo de molécula reactiva 

inducida por un agente endógeno y/o exógeno. En apoyo a lo anterior se ha descrito una 

enfermedad neurodegenerativa conocida como hemorragia cerebral familiar con 

amiloidosis tipo Dutch, la cual se caracteriza principalmente por depósitos de proteína 

amiloide en vasos cerebrales, lo que origina múltiples infartos y neurodegeneración 

consecuente. Este padecimiento está asociado a una sustitución de una glutamina por 

un ácido glutámico en la posición 693 de la BAPP770  o la posición 618 de la BAPP695  que 

corresponde al residuo 22 de la BAP. Se ha demostrado que esta mutación acelera la 

tasa de fibrilogénesis de la BAP (Van Nostrand y cols., 1992). 

Mecanismos de neurodegeneración por BAR Los estudios clínicos e histopatológicos 

realizados en sujetos viejos y en pacientes con EA, parecen indicar que la mera 

presencia de los depósitos de BAP en la materia gris cerebral es insuficiente para inducir 

neurodegeneración. Esta conclusión se basa en el hecho de que en la corteza cerebral 

de ancianos no demenciados pueden encontrarse numerosos depósitos de proteína 

amiloide, y que el cerebelo de pacientes con EA contiene una gran cantidad de depósitos 

de BAP sin presentar signos de degeneración. Una explicación a lo anterior es que la 
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evolución temporal en cuanto a la composición bioquímica de las placas seniles es 

importante para influir en la muerte neuronal. De acuerdo con esto, se han descrito un 

gran número de variables que influyen en el desarrollo de la citopatología local asociada 

a los depósitos de GAP: (1) la velocidad de acumulación de f3AP con respecto al tiempo; 

(2) su estado fisicoquímico resultante particularmente del tamaño del péptido, y de su 

grado de conformación f3-plegada y su tendencia a agregarse en estructuras fibrilares; 

y (3) la presencia de otras proteínas asociadas a la BAP, como glucoproteínas de 

heparan sulfato, 	-antiquimotripsina, componentes de la vía clásica del complemento, 

y apolipoproteína E. 

Las alteraciones neuríticas y filiales se asocian en forma más regular a las placas 

amiloideas maduras que contienen muchos de los elementos mencionados, mientras que 

las placas más tempranas, más difusas y menos densas son las que predominan en la 

corteza cerebral en ancianos normales. Parece cobrar cada vez más fuerza la noción de 

que la forma de proteína BAP que en solución no adopta una conformación B-plegada 

es relativamente inerte, y que la neurotoxicidad de esta proteína se asocia a su 

capacidad de formar agregados fibrilares que parecen inducir una respuesta inflamatoria 

crónica y lentamente causar neurodegeneración. En tejido nervioso proveniente de 

roedores (rata o ratón) se ha observado que, a pesar que estas especies animales 

secretan BAP 1-40, esta proteína es altamente soluble y no forma agregados fibrilares. 

La diferencia entre la BAP producida en roedores con respecto a la de humanos radica 

en la sustitución de tres aminoácidos: Arg-Gli Tir-Fen y His-Arg en las posiciones 5, 10 

y 13 de la proteína respectivamente, lo que altera las propiedades fisicoquímicas de la 
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f3AP confiriéndole resistencia para la formación de depósitos (Shivers y cols., 1988). 

Otra área de gran interés y fecunda investigación aborda el papel de los depósitos 

de BAP como un factor que aumenta la vulnerabilidad de las neuronas ante agresiones 

que por sí mismas no causarían daño celular. De estos agentes agresores son de tomar 

muy en cuenta el papel de la neurotoxicidad mediada por el Ca2+, aminoácidos 

excitadores, hipoglucemia y radicales libres (Mattson y cols., 1990). El desarrollo 

recientemente logrado de ratones transgénicos que sobrexpresan el gen de una forma 

humana mutante de la APP que incluye la sustitución de la valina 717 por una 

fenilalanina, ha logrado reproducir las placas neuríticas, la pérdida sináptica la 

astrocitosis y la microgliosis (Lames y cols., 1995) y ha dado fuerza de nuevo al papel 

de la proteína amiloide y la neurodegeneración. 

Muchos estudios se necesitan aún para elucidar los requerimientos bioquímicos 

precisos que inducen daño neuronal y la particular vulnerabilidad de cierto tipo de 

neuronas expuestas de manera crónica a los depósitos de amiloide. 

Proteasas e inhibidores de proteasas.  

Existen múltiples evidencias que señalan el papel de las vías prateolíticas en las 

enfermedades neurodegenerativas (Sisodia y cals., 1990; Koo y cols., 1991). La mayor 

atención a este tema se ha enfocado a la posible remoción del material degenerado o 

a la amplificación del daño tisular, por proteasas liberadas de células necróticas. El papel 

de las proteasas celulares ocupa un lugar importante en un amplio espectro de la 

fisiología celular: el ensamblaje y la reorganización del citoesqueleto durante los 

mecanismos de tranducción de señales, el tráfico vesicular y el ,  empaquetamiento de 
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proteínas, y la regulación de proteínas clave como proteína cinasas y fosfatasas. La 

pérdida de control de una o más proteasas puede de esta manera incidir -si no 

causalmente al menos en asociación- en los mecanismos neuropatológicos de la EA. Así, 

como ya se mencionó, existe evidencia de la participación de una secretasa intracelular 

responsable de la generación de fragmentos no amiloidogénicos a partir de la APP770  o 

APP751  dentro del aparato de Golgi o en algún compartimento postGolgi (Selkoe, 1989). 

Por otro lado, el análisis inmunohistoquímico de las marañas neurofibrilares en la 

EA, ha mostrado depósitos de la proteína ubiquitina. La ubiquitinización de proteínas se 

conoce como parte de un mecanismo de marcaje de proteínas para su ulterior proteólisis 

dependiente de ATP (Mayer y cols,, 1991). La.  ubiquitinización de proteínas parece ser 

parte de un sistema de marcaje mucho más complejo pues se ha implicado en la 

regulación de la expresión de genes, en la respuesta al estrés celular y en la proteólisis 

lisosomal, en la modulación de receptores de la superficie celular en la reparación del 

ADN, en la incorporación de proteínas a las mitocondrias, en la captura de precursores 

de neurotransmisores en sinaptosomas, en la biogénesis de peroxisomas, en el 

ensamblaje de los ribosomas, en la regulación de vías de secreción y en la muerte 

celular programada (Ciechanover, 1994). 

Se desconoce la razón de la concurrencia de los depósitos de ubiquitina junto con 

los de proteínas asociadas a los microtúbulos. Se ha sugerido sin embargo, que una 

disfunción del sistema lisosomal de proteólisis ligado a ubiquitina participe en la génesis 

del daño bioquímico que lleva a la formación de depósitos de proteínas anormales en la 

EA. Estos depósitos que conforman las marañas neurofibrilares se encuentran 
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constituídos principalmente, como ya se ha mencionado, por tau, pero también se ha 

descrito la presencia de otras proteínas asociadas a microtúbulos como la MAP2 y otras 

proteínas provenientes de los neurofilamentos. En las enfermedades crónicas 

neurodegenerativas donde la participación de filamentos intermedios es indiscutible, 

también se han descrito estas inclusiones de conjugados proteína-ubiquitina. (Dickson 

y cols., 1990). Hasta el momento se han descrito tres formas de depósitos de conjugados 

proteína-ubiquitina en enfermedades neurodegenerativas idiopáticas y transmisibles en 

humanos, sin que se conozca hasta el momento el papel que éstos juegan en el 

mecanismo de muerte celular: a) asociación de depósitos proteína-ubiquitina con 

inclusiones filamentosas; b) estructuras circulares con inmunorreactividad positiva para 

ubiquitina en el soma neuronal y el neuropilo, relacionadas a alguna forma de organelos 

pleiomórficos lisosomales y e) depósitos de ubiquitina y catepsinas lisosomales 

adyacentes a los depósitos amiloideos. 

La inmunorreactividad para ubiquitina va en aumento paralelamente al grado de 

maduración de las marañas neurofibrilares, siendo más prominente en las llamadas 

"marañas fantasmas", que corresponden a las lesiones neurofibrilares con destrucción 

total de la neurona (Mayer y cols., 1992). 

Varios estudios han señalado una disfunción lisosomal directamente relacionada 

con la EA. Los lisosomas son estructuras que participan mayoritariamente en el recambio 

de membranas y de proteínas de membrana. Durante el envejecimiento y durante los 

inicios de varios procesos neurodegenerativos, las membranas neuronales se 

encuentran, sin duda, alteradas en respuesta a varios estímulos nocivos (particularmente 
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el daño oxidativo por radicales libres). Los cambios membranales descritos en la EA 

incluyen: cambios en la composición lipídica, cambios estructurales y funcionales de 

proteínas transmembranales, incremento importante de enzimas lipolíticas y cambios en 

la fluidez. Un aumento en el recambio de estas membranas dañadas puede en parte 

aumentar el contenido de lisosomas en las neuronas. Además del incremento en el 

número de lisosomas, se han descubierto cambios en su composición y en el contenido 

de hidrolasas, lo cual puede comprometer de manera importante la función proteolítica 

normal de la neurona (Nixon y cols., 1992). 

Apolipoproteína E.  

En 1993 apareció en la literatura científica el primer trabajo sobre la participación 

de la apolipoproteína E4 (ApoE4) en la EA esporádica y la familiar de aparición tardía 

(Strittmatter y cols, 1993). 

La ApoE es una lipoproteína de peso molecular de 34 KDa, sintetizada en el 

hígado, que forma parte de las lipoproteínas de muy baja densidad. Estas proteínas son 

importantes en el transporte de triglicéridos del hígado a tejidos periféricos; en la 

redistribución de colesterol entre las células, y forman parte de los quilomicrones 

sintetizados en el intestino que transportan colesterol y triglicéridos. Los efectos 

fisiológicos de la ApoE se inician al interaccionar con el receptor para lipoproteinas de 

baja densidad (LDL) y con el receptor de proteínahracroglobulina a2 relacionado con el 

LDL (LRP) (Mahley, 1988). En el sistema nervioso central, la ApoE es sintetizada por 

astrocitos y puede aislarse del líquido cefalorraquídeo (Snipes y cols., 1986).  
Con el uso de técnicas de análisis del punto isoeléctrico y electroforésis 
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bidimensional ha sido posible detectar la naturaleza molecular polimórfica de la ApoE. 

Se han encontrado tres isoformas principales, conocidas como ApoE2, E3 y E4, que son 

el producto de tres alelos (c2, e3 y c4) del mismo locus genético. De la expresión de 

estos tres alelos se generan tres fenotipos homocigotos (ApoE2/2, E3/3 y E4/4) y tres 

fenotipos heterocigotos (ApoE3/2, E4/3 y E4/4). El fenotipo mas común es el E3/3. La 

ApoE4 se une normalmente a los receptores específicos, pero se asocia con niveles 

elevados de colesterol plasmático y LDL (Pitas y cols., 1987; Mahley, 1988). 

En la EA se ha podido detectar inmunorreactividad para ApoE en las placas 

seniles, y se ha demostrado que se puede unir in vitro con la BAP (Strittmatter y cols., 

1993). Se ha encontrado una mayor cantidad de OAP (por inmunorreactividad) en 

pacientes con EA que han heredado los dos alelos para la ApoE4, con respecto a 

aquellos que no los han heredado. Esto apoya la noción de que pacientes con EA de 

inicio muy tardío y que son homocigotos para ApoE3 acumulan depósitos de amiloide a 

una tasa mucho más baja (Schmechel y cols., 1993). 

La ApoE4 se une en función del pH a la f3AP mucho más rápidamente que la 

ApoE3, así que los pacientes que heredan dos alelas para ApoE4 unen más GAP y 

forman muchas más placas seniles. In vitro, la incubación de SAP con ApoE induce la 

formación de fibrillas constituídas por ambas moléculas. De este modo, los depósitos de 

SAP pueden ser tomados como un marcador patológico, relativamente característico de 

la EA y cuyo número y tamaño es función del genotipo heredado de ApoE y no 

necesariamente un agente directo en la patogénesis de la muerte neuronal. En resumen, 

los sujetos que presentan el fenotipo para ApoE4/4, tienen un mayor riesgo para padecer 
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la EA de inicio temprano o con características más severas, en relación con el número 

de placas seniles y con su estado de maduración (Strittmatter y cols., 1994). Además de 

la asociación que se ha encontrado entre la ApoE4 y los depósitos de amiloide, también 

una fracción de esta lipoproteína se asocia a neuronas que contienen marañas 

neurofibrilares. Esta asociación ha llevado a Strittmatter y cols. (1994) a plantear la 

hipótesis de la participación de la ApoE4 en la hiperfosforilación de la tau y su ulterior 

depósito en los FHA. Sus resultados sugieren que la ApoE3 se une a la proteína tau y 

posiblemente regula su metabolismo. Como la ApoE4 no se une a la tau, esta regulación 

puede no estar presente en individuos horno o heterocigotos para ApoE4. En la figura 

7 se presenta un diagrama de esta hipótesis que describe que en los individuos que 

poseen los alelos E4, al nd unir tau, se favorece su hiperfosforilación y de esta manera 

hay una mayor tendencia a formar FHA. 

Neurotransmisores y neuromoduladores.  

La demostración de anormalidades sustanciales en la EA en los sistemas de 

neurotransmisión que utilizan acetilcolina, llevó a postular al déficit colinérgico como la 

causa primaria de la enfermedad. Sin embargo, ahora es claro que no en todos los 

pacientes existe una disminución considerable de marcadores colinérgicos, e inclusive 

en algunos pacientes se ha encontrado un número normal de neuronas colinérgicas en 

el núcleo basal de Meynert. Sin embargo, varios estudios han demostrado 

consistentemente la pérdida de 30% a 95% de neuronas colinérgicas en el nucleo basal 

de Meynert (Geula y Mesulam, 1993). En otros estudios no se ha encontrado una 

correlación positiva entre la pérdida de neuronas colinérgicas del cerebro anterior y la 
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disminución en la acetilcolina cortical. Existe evidencia de que el blanco inicial de la 

neurodegeneración son neuronas colinoceptivas corticales, las cuales se depletan o 

pierden la capacidad de expresar proteínas esenciales para el mantenimiento de las 

neuronas colinérgicas (Mufson y cols., 1987). La disminución colinérgica puede, de este 

modo, reflejar efectos transinápticos de desaferentación colinérgica cortical. Por estos 

hallazgos es entonces muy probable que el déficit colinérgico neocortical explique sólo 

en parte el deterioro cognitivo que se presenta en la EA. 

En otros estudios bioquímicos post-mortem se han descrito deficiencias en gran 

número de neurotransmisores, lo cual, entre otras conclusiones, lleva a pensar que una 

terapia basada en la sustitución farmacológica no es posible. 

Neurotransmisores subcorticales. La atrofia del núcleo caudado no es un hallazgo 

constante en la EA, aunque la concentración de dopamina puede encontrarse reducida. 

Estudios en otras áreas subcorticales como el hipotálamo han demostrado niveles 

reducidos de noradrenalina (Gottfries y cals. 1983). Las neuronas dopaminérgicas de la 

sustancia nigra se encuentran sistemáticamente dañadas, a tal grado que la tercera o 

quinta parte de los pacientes con este padecimiento presentan signos de parkinsonismo 

(Pearce y cols., 1984). 

Neurotransmisores corticales. La corteza recibe al menos 4 vías de neurotransmisión. 

Una es la entrada colinérgica, la cual, como ya se mencionó, suele estar depletada en 

la EA. Por otro lado, las vías que utilizan dopamina y noradrenalina no parecen estar 

alteradas. La situación de la aferencia serotoninérgica es compleja. Aunque se ha 

descrito depleción de serotonina (5-HT) en el núcleo del rafé, en la corteza cerebral los 
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niveles de 5-HT y su metabolito el 5-HIAA no se encuentran alterados (Palmer y cois., 

1988). Uno de los neurotransmisores más ampliamente distribuido en la corteza es el 

GABA, el cual está presente en interneuronas corticales en asociación con diferentes 

neuropéptidos, en particular la somatostatina. Las células GABAérgicas con 

somatostatina se encuentran disminuidas en número y la enzima que sintetiza el GABA, 

la descarboxilasa del ácido glutámico, está presente en las placas seniles (Lowe y cois., 

1988). No se han descrito cambios en los niveles de glicina, taurina y algunos 

neuropéptidos como colecistocinina, galanina, péptido intestinal vasoactivo y 

neuropéptido Y (Rossor y cols., 1981; Beal y cols., 1988). Algunos estudios post-mortem 

mencionan disminución en los niveles de somatostatina (Davies y cols. 1980), pero ésto 

no ha sido confirmado. Además, pruebas farmacológicas con un análogo de somatostina, 

el octreotide, no han demostrado ser benéficas para mejorar las deficiencias 

cognoscitivas (Mouradian y cols., 1991). 

El examen histológico de cerebros de pacientes con EA muestran, 

invariablemente, grados de atrofia de moderada a severa en los lóbulos temporal, parietal 

y frontal, con alargamiento ventricular y aplanamiento de los surcos. Existe evidencia 

definitiva que señala al glutamato como el principal transmisor excitador de las fibras de 

asociación cortico-corticales y de las principales vías del hipocampo. Estudios 

histológicos indican fehacientemente una degeneración temprana de las vías 

glutamatérgicas (Procter y cols., 1988; Spencer 1987). 

Neurotransmisores hipocampales. En los pacientes con EA existe en número elevado 

marañas neurofibrilares y placas neuríticas en la corteza entorrinal yen la región de CM . 
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Estudios recientes de imagenología muestran que la atrofia del hipocampo ocurre de 

manera temprana durante el desarrollo del padecimiento. Varios grupos de investigación 

han descrito disminuciones de hasta un 80% en el contenido del neurotransmisor 

excitador glutamato y de todos los marcadores colinérgicos. Estos datos han llevado a 

plantear la hipótesis "excitotóxica" de este padecimiento (Hyman y cols., 1987; Kowal y 

Beal, 1991, ver figura 8). 

Alteraciones membranales.  

De las estructuras celulares, la membrana plasmática de las neuronas parece ser 

el sitio más susceptible de daño durante el proceso de envejecimiento. Es un hecho bien 

reconocido el declinar de las funciones membranales con la edad. Estudios realizados 

in vivo con la técnica de espectroscopía de resonancia magnética (31P), en voluntarios 

normales de diferentes edades, señalan una disminución en los niveles de monoésteres 

de fosfato y un incremento en los diésteres de fosfato por arriba de los 50 años de edad 

(Panchalingam y cols., 1990). Estos hallazgos probablemente correlacionan con la 

pérdida de procesos neuríticos durante la senectud. Este mismo tipo de estudios 

realizados en pacientes con EA muestran, en etapas iniciales del padecimiento niveles 

altos de monoésteres de fosfato seguido de un incremento, en etapas avanzadas, de 

los diésteres de fosfato, lo que marca una diferencia en el metabolismo de los 

fosfolípidos con respecto al envejecimiento normal. Lo anterior lleva a la conclusión de 

que las alteraciones primarias y específicas en los componentes estructurales de la 

membrana pueden participar activamente en los mecanismos de neurodegeneración que 

ocurren en la EA. 
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Figura 8 Representación esquemática del efecto de algunos 
neurotransmisores sobre una neurona cortical piramidal 
glutamatérgica. En la EA se ha observado pérdida de este tipo 
de neuronas lo que lleva a una reducción de la transmisión 
excitadora. Las neuronas gabaérgicas se conservan, por lo que 
el tono inhibidor tal vez se encuentre incrementado. En la 
figura aparecen los diferentes receptores a través de los 
cuales se excita (+) o inhibe (-) la neurona piramidal. 



Otros estudios in vivo han descrito cambios en el metabolismo energético 

mitocondrial evidenciados en la relación PCr/Pi. Una disminución de la fosfocreatinina 

(PCr) probablemente refleja un esfuerzo metabólico adicional para mantener niveles 

energéticos adecuados en el cerebro de pacientes con EA. Estos análisis han llevado a 

concluir que los precursores inmediatos del ATP (ADP y PCr) se encuentran disminuídos 

en etapas tempranas del padecimiento, lo cual significa que el cerebro de pacientes con 

Alzheimer se encuentra bajo condiciones severas de estrés oxidativo que puede ser 

causa de la disfunción neuronal (Pettegrew y cols., 1994). 

Factores tráficos y mecanismos de transducción de señales.  

Siendo una parte vital del funcionamiento neuronal los mecanismos que permiten 

la emisión, recepción y procesamiento de señales, alteraciones de algunos de estos 

mecanismos pueden llevar a la muerte neuronal. En particular se han descrito 

alteraciones en la transducción de señales en asociación con los marcadores patológicos 

en la EA. Además del papel que pueden desempeñar las diferentes señales externas, 

en el proceso de la neurodegeneración, existe múltiple evidencia de alteraciones de la 

maquinaria molecular intracelular encargada de la transducción de tales señales. Así se 

ha documentado una disfunción de proteínas G relacionada con las alteraciones del 

citoesqueleto (McLaughlin y cols., 1991), así como cambios en los mecanismos que 

generan AMPc y la consecuente activación de la proteína cinasa A (Ohm y cols, 1991). 

Por otro lado se han encontrado cambios en el metabolismo del inositol trifosfato (IP3) 

en fibroblastos de pacientes con EA. Finalmente también parece haber alteraciones en 

la actividad de la proteína cinasa C y cambios en la tasa de fosforilación y 
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desfosforilación de proteínas (Horsburgh y Saitoh, 1994). Por otro lado, la ausencia o 

pérdida de alguno de los factores neurotróficos ha sido propuesto como el proceso que 

inicia la neurodegeneración (Stopa y cols., 1990). Sin embargo, no ha sido posible 

confirmar deficiencia del factor de crecimiento neural (NGF) ni del número de sus 

receptores, y las neuronas que degeneran en la EA no son sólo del tipo de neuronas 

dependientes de NGF. Otro factor, de la misma familia que el NGF que se conoce corno 

factor derivado del cerebro (BDNF) parece estar más involucrado, ya que se ha 

demostrado una reducción en los niveles de su ARNm en el hipocampo de pacientes 

afectados. Muy recientemente, el interés se ha enfocado hacia el factor de crecimiento 

fibroblástico (bFGF), en virtud de que este factor tráfico da soporte vital a una variedad 

mucho más grande de neuronas que el NGF cuyo blanco son preferentemente neuronas 

colinérgicas. En la EA el bFGF se encuentra marcadamente elevado en neuronas en 

asociación con las placas neuríticas (Stopa y cols., 1990). Se ha descrito también una 

disminución importante del factor inhibitorio del crecimiento (GIF), la cual podría ser 

responsable del incremento en la actividad neurotrófica que resulta en una arborización 

aberrante de procesos neuronalea y eventualmente lleva al tipo de muerte neuronal 

observada en la EA (Uchida y cols., 1991). 

Factores ambientales y EA. 

Cada vez existe mayor informadión acerca de la participación de diferentes 

agentes como el calcio, alumnio, sílice y zinc en la patogénesis de algunos procesos 

neurodegenerativos. 

El aluminio (Al) se ha encontrado depositado en el centro de las placas seniles y 
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en las neuronas que contienen las marañas neurofibrilares. Estas observaciones han 

sugerido que la exposición al Al puede ser un factor ambiental importante que 

desencadene una serie de mecanismos patológicos que lleven a la neurodegeneración 

en la EA. 

La exposición diaria al Al ocurre de manera amplia sobre todo por ingesta de 

alimentos y de agua. Poco se conoce acerca de la absorción de este elemento a través 

del tracto digestivo cuado se encuentra en forma insoluble, pero el Al disuelto en el agua 

puede ser absorbido fácilmente. Una predicción sobre la hipótesis de que el Al pueda 

desencadenar EA es que individuos muy expuestos a este elemento tendrían un mayor 

riesgo para desarrollar la enfermedad, pero los estudios epidemiológicos no han aportado 

datos para apoyar esta hipótesis. Otro tipo de estudios han sido sobre la determinación 

de la concentración de Al en huesos y en cerebro, y en ellos tampoco se ha encontrado 

una correlación significativa. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de un efecto 

tóxico del Al que requiera una exposición crónica (Michel y cols., 1990). 

A raíz del hallazgo sobre los efectos deteriorantes del zinc sobre las facultades 

cognoscitivas en pacientes con EA, la posibilidad de una conexión entre ambos ha 

cobrado gran actualidad. De hecho, en un estudio de 1994 se ha demostrado que este 

catión puede ser un elemento importante en la formación de placas amiloideas al inducir 

su agregación y precipitación. Sin embargo, estos estudios son incipientes y no aclaran 

las condiciones que llevan a la neurodegeneración selectiva de ciertas neuronas ni al 

proceso de maduración de las placas seniles hacia su forma neurítica (Bush y cols., 

1994). 

43 



Respuesta celular en la EA (astroglía y microglía). 

La presencia de daño neuronal, sea cual sea su origen primario, siempre induce 

la rápida proliferación de glía reactiva y de microglía en el sitio de la lesión. Tanto los 

astrocitos como la microglía son capaces de producir APP en cantidades similares a las 

encontradas en las neuronas, y también es un hecho indiscutible el hallazgo de microglía 

en el centro de las placas seniles maduras. Una de las señales que estimula 

enormemente la producción de APP parece ser la citocina interleucina 1 (IL-1) cuya 

fuente, en el sistema nervioso central es precisamente la microglía. En pacientes con EA 

y en sujetos con síndrome de Down, los niveles de IL-1 se encuentran muy elevados en 

los astrocitos y en la microglía. La microglía activada en el sitio de una lesión también 

produce glutamato, el cual puede inducir o agravar un estado de toxicidad neuronal 

incrementando los niveles de Cae'  intraneuronal. Además de la respuesta normal de la 

glía ante la presencia de daño neuronal, su introducción en un sistema celular en crisis 

puede generar la liberación de productos neurotóxicos e inducir el establecimiento de un 

círculo vicioso capaz de agravar la pérdida celular (Nieto-Sampedro y Mora 1994). 

Factores genéticos 

El análisis molecular de la EA se ha enfocado a los dos tipos de lesiones 

histopatológicas predominantes: las placas de amiloide y las marañas neurofibrilares. 

Ambos marcadores morfológicos contienen filamentos proteináceos que pueden modificar 

profundamente la integridad estructural de las neuronas y ser causa de la distrofia y 

muerte celular. 

Una de las aproximaciones moleculares al estudio de la EA ha llevado a un gran 
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número de grupos de investigación a efectuar análisis genéticos de grupos familiares 

muy grandes, en donde se ha descrito un patrón de herencia dominante para esta 

enfermedad (Breitner y cols., 1988). Cabe señalar en este punto que no en todos los 

individuos estudiados con EA, presentan un patrón de herencia típico. De esta manera 

existen grupos de enfermos con antecedentes hereditarios y muchos otros que 

aparentemente padecen la EA de manera esporádica. La edad de aparición es variable 

y abarca desde la tercera hasta la novena décadas, aunque en la mayoría de los casos 

ocurre alrededor de la sexta. Por mucho tiempo se ha sospechado de la alteración de 

un gen, y se ha propuesto la dominancia autosómica con una penetrancia dependiente 

de la edad, como un modelo de herencia (Rocca y cols., 1986). 

Antes de 1988 la similitud neuropatológica entre la EA y el síndrome de Down 

(trisomía 21) llevó a varios investigadores a enfocarse en el cromosoma 21 como 

probable candidato para contener un gen alterado en asociación con este padecimiento. 

investigaciones sobre esta asociación cobraron ímpetu al ser donado el gen de la APP,  

localizado en el cromosoma 21 y describirse en cuatro familias con miembros afectados 

por la EA de inicio temprano, análisis de ligación positiva para el cromosoma 21 (St 

George-Hyslop y cols., 1987). También se conocen mutaciones en el gen de la APP en 

la EA de inicio temprano pero estos casos no suman más del 3% del Alzheimer. familiar 

Otras mutaciones estudiadas y atribuidas al cromosoma 21 parecen no corresponder al 

locus de la APP. Hasta el momento se han documentado 6 mutaciones en el gen de la 

APP: una segregó con la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis; tres se 

asociaron con EA corroborado por autopsia; uno se reportó en un paciente con EA 
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familiar sin estudio de necropsia y uno más se asoció con demencia presenil y 

hemorragia cerebral. Una de las mutaciones en el gen de la APP mejor documentada es 

la mutación del par de bases 2149 del gen de la APP que induce un cambio G-T y altera 

el aminoácido 717 del transcrito de la APP770  (Chartier-Harlin y cols., 1991). Otra 

mutación relacionada con el Alzheimer familiar en el gen de la APP es la que ocurre en 

los codones 670/671 que cambian Lis--)Asn y Met—›Leu (Clon y cols., 1991). 

Resultados más recientes han confirmado que un grupo mucho mayor de 

pacientes de inicio temprano señala hacia un locus genético en el cromosoma 14 (St 

George-Hyslop y cols., 1992). Algunos candidatos de genes que se localizan en el 

cromosoma 14q.24.3 incluyen cx-1-antiquimotripsina, c-fos, y una de las proteínas de 

choque térmico. La región promotora del gen de la APP contiene elementos promotores 

de "choque térmico" los cuales podrían activarse por trauma, anoxia, alcohol así como 

un elemento promotor de c-fos que podría también activarse por los eventos anteriores. 

Muy recientemente se ha identificado este gen del cromosoma 14, cuya alteración parece 

ser responsable del 70-80% de la EA familiar y del 5-10% de todos los casos de EA 

(Sherrington y cals., 1995). El producto de la expresión de este gen es la proteína 5182, 

la cual, por su similitud con la proteína SPE-4 del nemátodo C. eiegans, podría ser una 

proteína membrana' con función transportadora de otras proteínas en distintos 

compartimentos celulares. Como entre esas proteína está la APP, una hipótesis es que 

ésta no se transporte adecuadamente cuando el gen 5182 está defectuoso y como 

consecuencia se facilite su hidrólisis en el sitio que genera el fragmento Í3AP, como se 

revisó anteriormente. 
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En 1991 Pericak-Vance y coas. describieron en pacientes con EA de inicio tardío, 

asociación con el cromosoma 19. Estudios posteriores llevaron a localizar al gen de la 

ApoE4 en el cromosoma 19 y a relacionar la presencia del alelo E4 con la EA familiar 

de origen tardío y con muchos casos de EA esporádica. 

Desafortunadamente, la aparente heterogeneidad causal en la EA puede ser el 

reflejo de la participación de diferentes defectos en un gen, de alteraciones de múltiples 

genes y factores ambientales que afectan de manera no determinada los eventos de 

recombinación genética de manera individual. 

Un estudio muy reciente realizado en un grupo familiar del Volga que padecen la 

EA de inicio temprano y con un patrón genético autosómico dominante, ha encontrado 

la presencia de un locus para esta enfermedad en el cromosoma 1 (Levy-Lahad y cols., 

1995). El producto del gen es la proteína denominada STM2 y tiene un 67% de 

homología con respecto a la proteína 5182. Este patrón de similitud sugiere que ambas 

proteína puedan tener en las células, funciones muy similares. 

Bases moleculares para la terapia en la EA 

Existen múltiples problemas para el desarrollo de una terapia racional en la EA. 

Una primera aproximación al diseño y búsqueda de fármacos sería la distinción de dos 

estrategias principales: a) la prevención o detención del daño neuronal, y b) la restitución 

de las funciones neuronales perdidas. 

Además del problema inicial del diagnóstico sobre el cual el clínico nunca tiene 

el 100% de certeza, el grado de avance con el cual se presentan los pacientes en 

cuando al deterioro cognitivo es muy variable, además de complicarse con la presencia 
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de otros signos y síntomas secundarios. 

Drogas que mejoran la condición cognoscitiva. Hasta hace aproximadamente 30 años la 

disfunción cognitiva se trataba exclusivamente con drogas vasodilatadoras. Actualmente 

se han desarrollado fármacos cuya finalidad es restituir la memoria y mejorar el 

aprendizaje. Al ser reportadas las anormalidades colinérgicas y por estar relacionado este 

neurotransmisor con los procesos de memoria, los esfuerzos terapéuticos se han 

enfocado a mejorar la transmisión colinérgica. Para ésto se han utilizado inhibidores de 

la acetilcolinesterasa como el THA (tetrahidroaminoacridina) que administrada en dosis 

orales junto con lecitina ha demostrado mejorar la memoria verbal (Kwo-On-Yuen y cols., 

1990). Muchos otros agentes colinérgicos se han probado como la arecolina, la 

oxotremorina, RS-86, la pilocarpina y el betanecol. Sin embargo, ninguno de estos 

compuestos ha demostrado fehacientemente su eficiencia como alternativa terapéutica. 

Control sobre la muerte neuronal. Otros enfoques terapéuticos han probado la posibilidad 

de drogas que retarden la muerte neuronal o mejoren la disfunción de las neuronas en 

las etapas iniciales del padecimiento. Para esto se han utilizado gangliósidos como el 

GM1 o compuestos como la L-acetil-carnitina, sin que ninguno de los dos haya 

demostrado ser de gran utilidad (Ala y cols., 1990; Spagnoli y cols., 1991). La veta 

terapéutica mas promisoria para el futuro parece ser el lograr el diseño de compuestos 

capaces de: 1) frenar el autoensamblaje de la proteína tau, responsable del desarrollo 

de los FAH; 2) inhibir la producción de los fragmentos amiloidogénicos provenientes de 

la APP; o 3) impedir el daño por estrés oxidativo o por el incremento en el Ca2* 

intraneuronal. 
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Se están realizando muchos progresos en la investigación de los mecanismos 

moleculares que desencadenan la muerte neuronal en la EA, lo cual permite pensar 

como posibilidad, tal vez no a tan largo plazo, contar con herramientas de ingeniería 

genética, como es la introducción de ciertos genes a partir de vectores virales 

modificados, que nos permitan detener la progresión de esta enfermedad tan 

incapacitante y ofrecer condiciones de vida digna a los ancianos con riesgo de padecerla. 

Perspectivas para los estudios de la EA 

Existen numerosas preguntas que deberán ser analizadas y contestadas mediante 

el empleo de las más diversas estrategias de análisis clínico y básico tales como: ¿Cómo 

deriva la proteína I3AP del APP? ¿Cúales son las diferentes rutas metabólicas de la APP 

para generar diferentes fragmentos amiloidogénicos? ¿Qué señales dentro del SNC 

regulan el metabolismo de la APP? ¿Cirial es la función normal de la APP y de la 13AP? 

¿Por qué existe una vulnerabilidad particular de ciertos grupos neuronales a la 

neurodegeneración? ¿Existe una correlación entre el ciclo celular y la muerte neuronal? 

¿Cúales son las causas directas de las alteraciones del citoesqueleto y en particular del 

metabolismo anormal de tau? ¿Qué determina la formación de los FHA y la muerte 

neuronal? y finalmente, ¿Las características funcionales, altamente especializadas, del 

cerebro influyen en la muerte celular después de un período de diferenciación y función 

normales? 

Desde un punto de vista básico las respuestas a estas y otras preguntas darán 

luz sobre los mecanismos finales que determinan la muerte neuronal en la EA y nos 
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acercarán al conocimiento de sus causas primarias. Para el clínico estas mismas 

respuestas permitirán el diseño de estrategias terapéuticas que prevengan o retrasen 

esta desvastadora patología y permitan ofrecer expectativas de vida más dignas para los 

enfermos con EA. 
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CAPITULO IV 

La muerte neuronal en la Enfermedad de Alzheimer como paradigma. 

Objetivos de la tesis: 

Una limitación importante en los estudios básicos sobre la muerte neuronal 

en la EA proviene del hecho de no contar con un buen modelo animal que reproduzca 

las anormalidades celulares encontradas: defectos en el citoesqueleto -particularmente 

en los microtúbulos y sus proteínas asociadas- y expresión aberrante de la proteína 13- 

amiloide y sus posibles efectos neurotóxicos. No son pocos los esfuerzos por desarrollar 

tales modelos animales y son dignos de mención los realizados en roedores transgénicos 

que han llevado al desarrollo de uno de los más cercanos modelos animales de la EA. 

Este modelo se basa en la sobre-expresión del gen de la APP con una mutación descrita 

en humanos (Games y cols., 1995). 

Se han desarrollado también varios modelos in vitro en donde se ha intentado 

inducir la aparición de las alteraciones del citoesqueleto que llevan a la formación de los 

FHA. De estos modelos, la inducción de marcadores antigénicos relacionados con 

alteraciones en la proteína tau en neuronas expuestas a glutamato, parece ser una 

fuente importante de información sobre los mecanismos Ca2  dependientes de 

citotoxicidad (Mattson 1995) Tomando algunas de las preguntas planteadas a lo largo 

de los anteriores capítulos, el objetivo general de la tesis es el siguiente: 

Objetivo crenerat.  Estudiar el papel de los aminoácidos excitadores, la fosforilación de 

proteínas del citoesqueleto, y de la GAP en la muerte neuronal que ocurre en la EA, en 

modelos animales in vitro e in vivo. 
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Una de las líneas de investigación importante en los estudios sobre muerte 

neuronal en la EA se ha enfocado en los mecanismos que controlan la fosforilación de 

proteínas del citoesqueleto. En relación con lo anterior, el primer objetivo particular de 

la presente tesis es el siguiente: 

Objetivo 1:  Utilizando al ácido okadaico como agente inductor de fosforilación de 

proteínas, estudiar la posible correlación entre la hiperfosforilación de MAP2 y tau y la 

neurodegeneración en cultivos primarios de neuronas corticales y astrocitos de rata y 

neuronas MSN derivadas de un neuroblastoma humano. 

En el objetivo 2 se exploró los efectos de análogos de neurotransmisores 

excitadores sobre la proteína MAP2 del citoesqueleto y en la neurodegeneración: 

Objetivo 2:  Estudiar el curso temporal de la neurodegeneración en el hipocampo de la 

rata inducida por la aplicación in vivo de agonistas de glutamato y correlacionarlo con 

cambios en la proteína MAP2. 

Por último, se estudiaron los efectos de la 8AP sobre los mecanismos de liberación de 

neurotransmisores Cae  -dependientes y su probable participación en la muerte neuronal. 

Objetivo 3:  Estudiar el efecto del fragmento 25-35 de la I3AP en los mecanismos Ca2+- 

dependientes de liberación de aminoácidos en rebanadas de hipocampo de rata con 

énfasis en los aminoácidos excitadores. 

52 



Amoral ,k1.VeliiVelfeini.SirV 
Raven Press. Ltd.. New Y ork 

1493 International Sok:iety,  for Neurocliernistry 

Okadaic Acid Induces Early Changes in Microtubule- 
Associated Protein 2 and -r Phosphorylation Prior to 

Neurodegeneration in Cultured Cortica' Neui-ons 

Clorinda Arias, Nishi Sharma, Peter Davies. and Bridget Shatit-Zagardo 

DePartnlent 	PathOidg.r, 1111€91 in111»,i Cr 	 11 .  1, t lic'ine,BrOpi .t .  New York .  

Abstract: Microtubuies and their associated proteins play 
a prominent role in many physiological and morphalogical 
aspects of brain function. Abnormal deposition of the rni-
crotubule-associated proteins (MAPs), MAP2 and r. is a 
prominent aspect of Alzheimer's disease. MAP2 and r are 
heat-stable phosphoproteins subject to high rates of 
phosphorylationidephosphorylation. The phosphorylation 
state of these proteins modulates their affinity for tubulin 
and thereby affects the structure of the neuronal cytoskel-
eton. The dinoflagellate toxin okadaic acid is a potent and 
specific inhibitor of protein phosphatases 1 and 2A. In cul-
tured rat cortical neurons and a human neuroblastoma celi 
line (MSN), okadaic acid induces increased phosphoryla-
tion of MAP2 and r concomitant with eariy changes in the 
neuronal cytoskeleton and uttimately leads to celi death. 
These results suggest that the diminished rate of MAP2 
and r dephosphorylation affects the stability of the neuro-
nal cytoskeleton. The effect of okadaic acid was not re-
stricted to neurons. Astrocytes stained with antibodies to 
glial fibrillary acidic protein (GFAP) showed increased 
GFAP staining and changes in astrocyte morphology from 
a flat shape to a stellate appearance with long processes. 
Key Words: Cytoskeleton—Microtubule-associated pro-
teins—Phosphorylation--Neurotoxicity—Okadaic acid. 
J. Neurochem. 61, 673-682 (1993). 

The neuronal cytoskeleton is prominent in the de-
velopment of neurite outgrowth, polarity, and the es-
tablishment and maintenance of synaptogenesis. M 
crotubules and their associated próteins play a signifi-
cant role in the promotion of neurite extensions 
(Daniels, 1972; Black and Greene, 1982; Dinsrnore 
and Solomon, 1991), the induction of distineti‘ e 
morphologies between axons and dendrites ( Bi nd r et 
al., 1985; Matus 1988, 1990), axonal transpon ( V ale 
et ah, 1985), neuronal plasticity (Mareck et al.. 19s1): 
Aoki and Siekevitz, 1985), and neuronal degenera-
tion (ívlatsuyama and Jarvik, 1989). Microtubule-as-
sociated proteins (MAPs) interact with tubulin and in 
in vitro systems promote the assembly of microtu-
bules by lowering the critical concentration oí tubulin 
required for polymerization (Murphy and  

1975). A mong different MAPs, MAP2 and r are ob-
jccts of great interest because oí, the finding of abnor-
mal deposition of these proteins in neurotibrillary 
tangles found in Alzheimer's disease. it is generally 
believed that the function of MAP2 and r is to stabi-
lize neurites. Transfection of r and MAP2 cDNAs 
into fibroblasts results in a change from a loose net-
work of microtubules into thick bundles of microtu-
bules, typical of neuronal nerve processes ( Kanai et 
al., 1989; Lewis and Cowan, 1990). 

In the adult bráin, two high molecular mass pro-
teins (280 kDa), MAP2a and MAP2b, have been 
identified in clenclrites and neuronal cell bodies. Dur-
ing early developmental stages, only MAP2b and 
MAP2c are present. The apparent molecular mass of 
MAP2c is .68 kDa (Couchie and Nunez, 1985; Rie-
derer and IvIatus, 1985). r consists ora family ofdevel-
opmentally regulated polypeptides (Kosik et al., 
1989) with apparent molecular muss of 45-55 kDa. In 
rats, only two r bands are identifiable in prenatal 
brains, and tour to six bands in adults (Francon et al., 
1982). Both the a1ternative splicing of r mRNA 
(Himmler, 1989) and protein phosphorylation (Lind-
wali and Cole, 1984) contribute to the reponed hetero-
geneity. MAP2 and r possess a nearly identical micro-
tubule binding domain (Lewis et al., 1989). In rat 
brain, MAP2 has been found in a variety of phosphor-
ylation states (Tsuyama et al., 1987), which are 
thought to influence its affinity for microtubules, as 
well as for other proteins (micro- and neuroffia-
(-1-lents). In cell-free systems, MAP2 can be efficiently 
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phosphorylated by type ll cyclic AMP-dePendent 
protein kinase (Vallee, 1980; Theurkauf and \J'atice, 
1983), by protein kinase C (Akiyama et al., 1986). and 
by Ca'/calmodulin-dependent protein kinase 
(Schulman, 1984; Yamamoto et al.. 1985; Golden-
ring et al., 1985). The regulatory subunit of type II 
cyclic AMP-dependent kinase binds to a 3 f-amino 
acid regían of MAP2 (Rubino et al., 1989). MAP2 ís 
dephosphorylated in vitro by protein phosphatases 1 
and 2A (Yamamoto et al., 1988) and Ca21- /calmodu-
lin-dependent protein phosphatase (Gato et al., 
1985). 

Little is known of how the phosphorylation state or 
MAP2 and r is regulated in vivo and how the rale (31-
phosphorylation or dephosphorylation could be re-
lated to normal and altered cell functions, nor is it 
clear which protein kinases and phosphatases are in-
volved. Okadaic acid (OA) is a polyether C38 fatty 
acid isolated from a black sponge, ilalichondria 
okadaji (Tachibana et al., 1981), and is the majar 
toxic component associated with diarrhetic seafood 
poisoning (for review, see Cohen et al., 1990). OA is a 
very potent neurotoxin to cultured cerebellar neurons 
(Fernandez et al., 1991) and to hippocampus when 
injected in vivo (Kowall et al., 1991). The OA eftcts 
on cells are attributed to its properties as a potent and 
specific inhibitor of serine/threonine protein phos-
phatases 1 and 2A (Bialojan and Takai, 1988). OA has 
virtually .no effect on other protein phosphatases and 
protein kinases, although it has been demonstrated 
that inhibition of protein phosphatases by OA results 
in an apparent "activation" of protein kinases (Sassa 
et al., 1989; Fujiki et al., 1990). In view of this puta-
tive action as a protein phosphatase ínhibitor, an in-
creasing number of studies using OA have revealed 
novel processes that are controlled by phosphoryla-
tion/dephosphorylation mechanistns. 

In the present study, we report that, in primary rat 
cortical neurons and in a human neuroblastoma cell 
line - (MSN), low doses of OA induce dramatic earty 
changes in the phosphorylation state of MAP2 and 
and alter the neural cytoskeleton prior to neurodegen-
eration. 

MATERIALS AND METHODS 

Cell cultures 
Cerebral cortical cultures were prepare(' from I 7-day-old 

embryonic vats. The brains were removed, and dissected 
free of meninges, and minced with forceps in phosphate 
buffered satine (PBS)-glueose solution and ineubated with 
0.2% trypsin at 37°C for 30 min. The cortices were disso-
ciated mechanically using a Pasteur pipet and the pella re-
suspended - in Eagle's mínimum essential médium and 
Ham's (F- 12) (1:1) with 10% (vol/vol) heat-inactik ate(' fetal 
calf serum and 5 ,ug/m1 insulin solution. The cells '.'.ere 
platel at a density of 107  cells in 100-mm dishes precoated 
with poly-L-lysine. For immunocytochemical staining, eells 

• were placed on poly-L-lysine-coated, 12-mm round co‘ er-
slips in 35-mm diameter dishes. Cytosine arabinoside 110 

was added to cultures 3 days alter plating tú in hibit the 
rephcation of nonneuronal eells. The cultures were main- 
tained in a homidified atmosphere (5% 	air) at 
37°C and fed twice a weck for use after 10-12 da' s in vitro. 
The cultores were characterized immonoeytochemically us- 
i 	speeitie markers for astroglial cells [glial fihrillary acidic 
protein (GFAmi and uiicroglia (RcA). By this approach, 
we determine(' that 70-80% of the cells in culture were neu-
rons. 

The human neuroblastoma cell line (MSN) was main-
tained in RPN-11 1640 medium eontaining nonessential 
amino acids with 15q fetal catf serum in an atmosphere of 

CO2/95% air. 

Electrophoresis and inununoblot 
Cell cultures were washed in PUS buffer, and a heat-stahte 

eytoplasm protein fraction was obtained by the inodilied 
method of Uerzog and Weber (1978). Brielly. the cells were 
resuspended in 3 ml ofextraction buffer [140 m.k/ NaCl. 0.8 
m..1/ EDTA. 10 m,11 Tris. 	8, and 0.1 mlf phenylmethyl- 
sulfonyi fluoride (PMSF)] and centrifuged for 5 min at 30() 
g in a refrigerated centrifuge. The pellet was resuspended in 
200 µI of piperazine-NX-bis(?-ethanesulfonie acid) 
(PIPES) buffer (80 m.11 NaCI, 1 mi/ EDTA, 1 m.1/ MgCl2 , 
and 100 m,11 PIPES, p1-1 6.8, with 0.1 m.11 PMSF and 0.1 
ad/ letipeptin), and the mixture was frozen at -70°C for 2 
h. thawed, and centrifuged at 300 g for 5 min. Facts were 
resuspended in ?00 -µ1 offresh PIPES buffer, homogenized, 
and centrifuged at 300 g for 5 min. Supernatants ware re-
tained. 0.75 ,tt NaCI and 02% mercaptoethanol were 
added. and the mixtures were boiled for 5 min and centri-
fuged at 300 g for 10 min. The enriched heat-stahle MAP 
supernatants viere collected and stored at -20°C until use. 
The total amount of protein was determine(' by a Bio-Rad 
(Richmond, CA, U.S.A.) analytical procedure. 

.Five micrograms Oí protein from primary neurons or 
MSN cells was loaded in a 5-8% gradient sodium dodecyl 
sulfate (SDS)-polyacrylamide gel (Laemmli, 1970) and sub-
sequently transferred to nitroéellulose paper by the method 
of Towbin et al. (1979), After 1 h of incubation in PUS 
solution cántaining 5% nonfat dry milk and 0. i ("( Tween-
20, the blots viere incubated with the following: ,AP-18 
(1:50), which recognizes MAP2a. MAP2b, and MAP2c 
(Tucker et al., 1988); tau 46 (1:1,000), which 'recognizes a 
highly conserve(' doman-1-  in r and MAP2 (Trojanowski et 
al.. 1989) and -- PHF-1 (1:50), a monoclonal-  antibody that 
recognizes a phosphorylated epitope in a population of r 
protems that are associated with paired helical filaments 
isolated (-rant extracts of Alzheimer's disease brain homoge-
nates (Greenberg and Davies, 1990; Greenberg et al., 1992). 
Atter 2 h, the blots were washed in PBS/0.1% TWeen 20 and 
subsequently incubated with goat anti-mouse lgG, harserad-
ish peroxidase conjugate (1:1,000) for 2 h. Blots were 
washed with P13S/0.1% `Nen 20. and immunudetection 
was performed by enhaneed. chemilumineseence (E.(1. kit 
from Amersham, Arlington Heights-, 11_ U.S.A,) and de-
teeted on Kodak X-Omat film. 

Immunorytochentistry and niorpbólogical 
Cells on coverslips were fixed in 100% mediano( tor 20 

min on ice, permeabilized with 0.5c7.e Triton X-100 in fris--
saline buffer. and incubated with AP-18 (1:$0). P111:-1 
( 1:50). and GFAP (.1:300) for has describe(' 	Wolotin 
and Davies (1987). Immunodetection ‘,vas performti v. oh 
3.31 -diaminobenzidine (Sigma. St..Louis. 	 s- 
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ing AP-18 and tau 46, the staining pattern of MAP2)! and 
N1AP2c corresponded to that deseribed at early stages of 
neuronal development (Tucker et al.. 1988). 

Ineuhation with OA 
Cells were washed twice with Kreps-Ringer med i u ni ( 1-8 

m.1/ N:lie!. 5 m.1/ KC1, 2.5 mi/ CaCi„ 1.2 mi/ MgSO4 . 1 
m.1/ Na,HPO4, 10 ni,1/ glueose, 20 rn.1/ HEPES. 	7.4). 
After a 15-min preincubation period, 10-250 n.I/ OA 
(Moana BioProducts, Honolulu. Hl, U.S.A.) dissolved in 
dimethyl sulfoxide (DMSO) was added to the cells and incu-
bated at 37°C over time. DMSO used at a final concentra-
tion of 0.005-0.11-:;) liad no eifect on eel fular morphology (..)r 
on MAP2 and r electrophoretic mobility. The incubation 
with OA was stopped by washing the cells with extraction 
buffer. and the heat-stable proteins containing MA P2 and r 
were obtained. 

Alkaline phosphatase treatment 
Heat-stable protein preparations were incubated at 37°C 

for 2 h or 6 h with 100 units/m1 alkaline phosphatase 
(Sigma) in 0.1 .11 Tris, pH 8.4, 1 m.1/ PMSF. and 10 pg/mI 
leupeptin. Five micrograms of protein was loaded per lane. 

Neurotoxicity assay 
Cells were Brown on 100-mm dishes and incubated with 

Krebs-Ringer medium in the presence oí OA at 250 n.1/. 
Aliquots of' the incubation medium were taken at 30, 60, 
and 90 min. in addition, altera 30-min incubation, OA was 
removed. fresh medium without OA was added. and the 
cells were incubated for an additional 24 h. Lactare dehydro-
genase (LDH) activity in the overlying media was deter-
minad using the spectrophotometric method based on the 
measurement of NADI-I oxidation in a pyruVate-containing 
medium (Bergmeyer et al., 1963). The results are expressed 
as the percentage of maximal releasable LDH by ce!l lysis 
using 0.5% Triton M00. 

Trypan blue inclusion into dead cells was used asan addi-
tional measurement orca death. Following treatment with 
OA, floating and adherent cells were removed from the fiask 
and counted. MSN cells were removed by tapping the fiask. 
whereas the neuronal cells were trypsinized. Cells were 
counted in a hemocytometer, and the number ofdead rens 
was reported as a percentage of the blue cells versus the total 
number ofcells. AH cell preparations were counted in tripli-
cate, and the assays were performed at least three times, 

RESULTS 

OA induced a decrease in the electrophoretie 
mobility of NIAP2b, MAP2c, and r in primary 
cultures from rat brain 

Although AP- 18 recognizes MAP2a, MAP2b, and 
MAP2c, only MAP2b and MAP2c are present in neu-
rons at early developmental stages, as detected by im-
munoblotting in rat neuronal cultures (Cáceres et al., 
1986; Tucker et al., 1988). With equal protein load-
ing, there was less MAP2b relative to MAP2c: in the 
heat-stable MAP fraction. In the presence of OA, a 
decrease in electrophoretic mobility of MAP2b and 
MAP2c was detected. Figure la shows the temporal 
course of the OA effects on MAP2. At 5 min after OA 
treatment, a shift in electrophoretic mobility of 
MAP2c, but not in MAP2b, was observed. Atter 15  
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FIG. 1. Kinetics of OA effects en MAP2 and r electrophoretic 
mobility. Immunoblotting was conducted using the following 
monoclonal antibodies: AP-18 to study changes in MAP2b and 
MAP2c (a; upper and lower bands. respectively), and tau 46 (b) 
and PHF-1 (c) to analyze changes in r. Fíat cortical neurons were 
incubated in the absence (lanes 1, controls) or presence of OA at 
a dose of 250 nM for 5 min (lanes 2), 15 min (lenes 3), or 30 mm 
(lenes 4). 

min, changes in the electrophoretic mobility of both 
MAP2b and MAP2c were detected, and no further 
changes were seen at 30 min or 90 min of incubation 
(data not shown). The monoclonal antibody tau 46, 
which recognizes the carboxy terminus oí MAP2 and 
T molecules, was used to study MAP2 and r i mm u no-
staining. MAP2 immunostaining with tau 46 was 
identical to the staining pattern observed with A P-18 
(data not shown), Although a shift in the inigration of 

was detected, it was not of the same magnitude as 
observed for MAP2c and was only clearly detectable 
after 30 min of incubation with the drug (Fig. 1b). r 
isolated from fetal brain is recognized by antibodies 
associated with PHF extracted from Alzheimer's .dis-
case brains (Kosik et al., 1986); therefore, we studied 
the effect .of OA on fetal r using.the monoclonal anti-
body PHF-I. In Fig. lc, we demonstrate the presence 
of PHF-I immunoreactivity in untreated rat cortica! 
neurons (lane 1) and following treatment with OA. As 
seen in .lane 4, the shift in electrophoretic mobility 
was observed 30 min alter OA treatment. These re-
sults indicate that r protein as recognized by tau 46 
and PHF-1 is a substrate of protein kinases and is 
phosphorylated at site(s) that causes a decrease in the 
electrophoretic mobility. 

The effect or varying concentrations of OA on the 
electróphoretic mobility of MAP2 and r in culture 
was determined by western bloc analysis and immu no-
blotting. As shown in Fig. 2, 30-min pretreatment 
with OA induced changes in the electrophore.tie mo-
bility of both MAP2 and T. The diminished mobility 
oí MAP2 and r proteins in the SDS-acrylamide gel 
was rernarkable at 10, 25, and 250.  n.11 (Fig. 2). Again. 
the pattern of staining with AP-18 and tau .46 was 
identical for MAP2b and NIAP2c. No further changes 
were found at the higher dose of 500 n.11 (data not 
shown). 
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FIG. 2. Dose-response effects of OA on MAP2 and r electropho-
retic mobility. Cultured neurons were incubated in the absence 
(lenes 1, controls) or presence of OA at different doses [10 nhi 
(lenes 2), 25 nM (lenes 3), and 250 nM (lenes 4)) for 30 min. The 
heat-stable protein fraction was resolved in SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis and the proteins analyzed by western blot and 
immunoblot, a: MAP2b and MAP2c (upper and lower bands, re-
spectively; AP-18), b: r (tau 46). c: r (PHF-1). 

1-fuman neuroblastoma cells (MSN) were ;liso ex-
amined to determine whether MAP2b and MAP2c 
reacted with OA in an analogous fashion to the rat 
neuronal cuitures. In MSN cells, the ratio of MAP2c 
to MAP2b protein is similar to that observed in pri-
mary neurons. When OA was applied at 250 n.1/ to 
the MSN cells, a shift in the electrophoretic mobility 
of MAP2b and MAP2c was observed at 30, 60, and 90 
min (Fig. 3a). In contrast to the results in primary 
neurons, 10 nM OA had no effect on the electropho-
retic mobility of MAP2b or MAP2c (Fig. 3b). 

Incubation of OA-treated heat-stable protejo 
homogenates with alkaline phosphatase prior to 
eleetrophoresis and immunoblotting reversed the 
OA-induced decrease in electrophoretic mobility of 
MAP2b, NIAP2e, and r 

The effect of incubating 0A-treated heat-stable ho-
mogenates with alkaline phosphatase prior to electro- 
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FIG. 3. OA off acta on MAP2b and MAP2c from human neuroblas-
toma cells (MSN). a: Knetics of the effects of 250 nM OA on 
MAP2b (upper bands) and MAP2c (lower bands): control liarle 1). 
30 min (lane 2), 60 min (lene 3), and 90 min (lene 4). b: Dose-re-
sponse effects induced by 30-min OA incubation on MAP2b ( u p-
per bands) and MAP2c (lower banda) electrophoretic rnobility: 
control (lene 1), 250 nM (lene 2), and 10 nM (lene 3). 

FIG. 4. Alkaline phosphatase reversos the electrophoretíc shift 
of MAP2 and r induced by OA treatment in rat cortical cultures. 
immunoblotting was conducted using the monoclonal antibodies 
AP-18 (a, MAP2b: b, MAP2c), tau 46 (c, r), and PHF-1 (d, r). Rat 
cortical neurons were incubated in the absence (lenes 1, 5, and 9) 
or the presence of 250 nM OA for 5 min (lanas 2, 6, and 10), 15 
rnin (lenes 3, 7, and 11), or 30 min (lanas 4, 8, and 12). Following 
OA treatment, equivalent amounts of heat-stable hamogenate 
were incubated in either 0.1 M Tris, pH 8.4, containing 1 mM 
PMSF and 10 mg/mIleupeptin (lenes 1-4), or 100 units/mi alkaline 
phosphatase in Tris buffer for 2 h (lanas 5-8) or 6 h (lenes 9-12). 
Five micrograms of heat-stable protein homogenates was loaded 
per lene, 

phoresis and immunoblotting was examined to deter-
mine whether the effect of OA on MAP2 and r was a 
clirect result of protein phosphorylation. As shown in 
Fig. 4, increased migration of MAP2 (Fig. 4a and b) 
and r (Fig. 4c and d) was observed following treat-
ment with alkaline phosphatase. Both 2-h and 6-h 
treatments with 100 units/mi alkaline phosphatase 
were efficient in removing phosphates from these 
phosphoproteins. The data suggest that AP-18 recog-
nizes a phosphorylated epitope on MAP2b; however, 
the intensity of MAP2c immunoreactivity does not 
appear to be affected by the. OA or the alkaline phos-
phatase treatment. In Fig. 4d, PHF-1 recognized a 
phosphorylated epitope, and.treatment with alkaline 
phosphatase decreased the immunoreactivity in both 
the control and the OA-treated samples. 

Charaeterization of the morphological changes 
induced by QA 

To determine whether inhibition of phosphatases 
results in changes in the neuronal cytoskeleton, rat 
primary cultures were treated with 250 nM OA over 
time and subsequently stained with antibodies for 
MAP2 (AP-18) or r (PI-IF-1). In untreated cortical 
cultures, the majority of the neurons showed im muno-
reactivity to AP-18 (Fig. 5a). Staining was seca in the 
cell body and neurites. Following a 5-min incubation 
with OA, the pattern of staining of MAP2 and T and 
the cellular morphology began to change. At 5-30 
min. there was dramatic neurite retraction and 
dumping of cell bodies, with the majority of MAP2 
immunoreactivity observed within the cell bodies 
(Fig. 5b-d). 

I'EíF- 1 immunoreactivity was present in almost all 

b 
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FIG. 5. Neuronal retraction and altered MAP2 staining observed in the presence of OA. a: Untreated rat cortica' neurons (10 clays in vitro) 
immunostained with the monoclonal antibody AP-18 to MAP2b and MAP2c. Staining is observed in cell bodies and dendrites. After 250 nM 
OA exposure for 5 min (b), 15 min (c), and 30 min (d), an increase in the MAP2 immunoreactivity is observed over time while neuronal 
processes retract. Magnification: x42. 

neurons and was seen mainly in neuronal processes. 
The pattern of staining was different from that of AP-
18, as P1-IF-1 stained axonal processes and bundles of 
libers (arrowhead) that connected groups of neurons 
and only sparse staining was observed in neuronal 
soma (Fig. .6a). Following a 5-min (Fig. 6b) and •15-
min (Fig. 6c) incubation with 250 nIf0A, the pattern 
of PHF-1 staining was clearly different. An increase in 
PHF-1 immunostaining within cell-  bodies was ob-
served. In -addition, degeneration of the neuronal 
branches, as well as the ober bundles, was detected 
after a 30-min OA exposure (Fig. 6d). 

Although MSN cells are devoid of well defined 
neuritic processes, short exposure to OA (15-30 mi n) 
induced retraction oí the small branches and the cells 
became detached from the coverslips (Fig, 7). 	• • 

To determine whether proliferating glial cells 
would have a protective effect on the cultured neu-
rons in the presence of 0A, cultures were grown in the 
absence ofcytosine arabinoside and then were stained 
with AP-18 - and PHF-1, OA-treated cultures. stai ned 
with AP-18 or PHF-1. demonstrated the same mor-
phology in the presence and absence of the previously 
added cytosine arabinoside (data not ShOwn), As 
shown in Fig. 8, astrocvtes within the culture were 
alfected dramatically by- 0A. Glial cells stained with  

antibodies to GFAP showed changes in chape and in-
tensity of staining, Prior to OA treatment, the major-
ity oí the astrocytes were fíat with short processes (Fig. 
8a), After exposure to 250 n.11 OA for 15 min (Fig. 8b) 
and 30 min (Fig. 8c), the astrocytes appeared stellate 
with long processes. Cultures stained with RCA. a lec-
tin used to characterize microglia, appeared un-
changed following OA treatment (data not shown). 

Neurotoxicity ássay 
LUEE activity was monitored as a tool to evaluate 

neuronal death during the course of the - experiments. 
Figure 9 shows the activity of this enzyrne expressed 
as a percentage of the maximum LDH activity releas-
able alter 30-, 60-, and 90-min incubation with 250 
n.11 OA and at 24 h following a 30-min exposure to 
250 n,11 OA. The LDH release experiments showed 
that at 24 h more than 50% of the total enzyme was 
released from daniaged neurons. In addition, trypan 
blue incorporation into cells was examined following 
treatment with OA. In the neuronal eultures and the 
NISN cells. there was no difference in the untreated 
control, DN-ISO-treated cells. or OA-treated cells at 90 
min: approximately 1c•1 of the cells were trypan blue-
positive. At 24 h. 26% of the - 0A-treated neuronal 
cells were trypan blue-positivo: the untreated controls 
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FIG. 6. increased r immunostaining and degeneration of libar bundies and neuronal branches following OA treatment. Rat cortica' 
neurons (10 days in vitro) were immunostained with the monoclonal antibody PHF-1. a: Basal levels of immunolabel and the well defined 
bundies of fibers (arrowhead). Atter 250 nM OA exposure for 5 n'un (b), 15 mrn (c), and 30 min (d), the pattern of PHF-1 staining is increased 
within cell bodies and the degeneration of tiber bundies and neuronal branches is evident. Magnification: x83. 

incubated in the Krebs—Ringer medium for the same 
period of time had 33% trypan blue-positiva cells. The 
total cell numbers in the OA-treated cultures and the 
untreated cultures were not dramatically dilferent 
(4.7 X 106  versus 3.3 x 106  cells). MSN cells treated 
with OA in Krebs—Ringer solution for 5.5 h or 24 h 
liad 13% and 38% trypan blue-positive cells, respec-
tively, as compared to 9% in the UNISO-treated or 
untreated control cells. 

DISCUSSION 

OA induces electrophoretic shifts in MAPs 
The toxin OA causes remarkable and early changes 

in the electrophoretic mobility of MAP2 and 7 and 
has drarnatic effects on the cytoskeleton. Alkaline 
phosphatase treatment of heat-stable homo notes 
previously treated with OA reversed the induced shitt 
in the electrophoretic mobility of MAP2 and r pro-
teins, demonstrating that OA affects phosphor?  ik )n 
as a result of protein phosphatase 	 \ 1- 
though OA is a potent neurotoxin (Fernandel c t .11 
1991; Kowall et al., 1991), we have demonstraL.d that 
neurons and astrocytes are aífected hy OrN ber( 
neurotoxicity is evident. tiiicroglia appear to !te iilat-
fected at the times and doses examined. 

Both MAP2b and MAP2c were alfected by OA, but 
the changes in MAP2c preceded those of MAP2b. 
The chango in MAP2c was observed alter 5-min OA 
treatment, whereas the changes in MAP2b were ob-
served at 30 min. In addition, the Shift in the electro-
phoretic mobility of MAP2c was more drarnatic than 
was observed for MAP2b. MAP2c lacks a !urge por-
tion of the projection arm ofMAP2b, and the absence 

this region rnay lend flexibility to neurons during 
development. Also, MAP2c is not as efficient as 
MAP2b in binding to microtubules. it is póssible that 
differential phosphorylation of MAP2b and NIAP2c 
is involved in creating this flexibility. This hypothesis 
would be supported by the montologic data, which 
demonstrate retraction of neurites in the presence 
of 

MAP2 and r are efficiently dephosphorylated in 'vi-
tro by protein phosphatases 1 and 2A (Yamamoto et 
al.. 1988) and by the Ca2 lIcalmodulin-dependen( 
protein phosphatase. calcineurin (protein phospha-
tase 2B; Goto et al.. 1985). Protein phosphatase'. is 
inhibited completely by 1 nAl OA. whereas protein 
phosphatase 1 is resistant to this concentration. but is 
inhibited completely by 1 12.11 in vitro ( Bialojan and 
Takai. 1988) and in vivo (1--laystead et al., 1989). Our 
results suggest that protein phosphatase I and 2A are 
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FIG. 7. OA effects on human neuroblastoma cell (MSN) morphol • 
ogy. MSN cells were plated on coverslips and visualizad directly 
by usIng a phase-contrast microscope. a: Normal rporphology of 
MSN cells. Also shown are MSN cells after 15-min (b) and 30-min 
(c) exposure to 250 nM OA. Magnification: X78. 

involved in- 1sdIAP2 and r dephosphorylation in cul-
tured neurons and that protein phosphatase 2A may 
be more involved in view of the remarkable change 
observed in MAP electrophoretic mobility induced by 
OA at the lowest concentration of 10 n.,11. Ail etIwts 
on intact cells were maximal at 250 nM. However. 
heat-stable MAP2b and MAP2c extracted from the 
human neuroblastoma ceil line MSN were unalfected 
by 10 n.V., 0A, but were alrected by 250 Oí This may 
be due to the tumorigenic nature adié MSN culis. 

Two subcellular distributions of r have been re-
poned in neurons: a highly phosphorylated r mainly 
located in the somatodendritic compartment. and a  

lens phosphorylated r in axons (Papasozomenos and 
Binder, 1987). Biochemical evidence suggests that ab-
normal r from Alzheimer's disease brains is found in 
the somatodendritic compartment ( Delacourte et 
1990), 1f this is the case. OA-induced mercases in 
phosphorylation 	T-relatad 	proteins and the 
change in subeellular distribation observed may be a 
useful system tu study abnormal deposition of cyto-
skeletal proteins due to changes in phosphorylation. 
in rat cortical cultures treated with OA, a change in 
the electrophoretic mobility 	was observed with 
tau -16 and PH F-1. The fetal human and rat forms oí r 

FIG. 8. OA effects on the astrocyte cytoskeleton. Cultures .ere 
staired with anti-GFAP. Prior to OA exposure, astrocytes are fíat 
and with short processes (a). Atter exposure to 250 nM OA for 15 
rnin (b) or 30 min (c), the astrocytes appear stellate and extended 
processes are evldent. Magnification: 
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FIG. 9. Early cytoskeletal changes precede 0A-induced cell 
death. The soluble enzyme LDH was usad as an index of neuro-
nal death atter OA exposure. Cortica! neurons were plated in 100-
mm dishes, and the assay was conducted by removing aliquots of 
the Krebs-Ringer medium atter 30, 60, and 90 mili in the pres-
ence of 250 nM OA and at 24 h following a 30-min exposure to 
250 nM 0A. The results are expressed as percentage of the max-
imum LDH activity releasable by cell lysis using 0.5% Triton 
X-100. Each bar represents the mean ± SEM of four experi-
ments. 

are highly reactive to PHF antibodies produced by 
imrnunization with PHF extracts from Alzheimer's 
disease brains (Kosik et al., 1986; Greenberg and Da-
vies, 1990; Greenberg et al., 1992). 

OA induces morphological changes in cultured 
neurons leading to neurodegeneration 

OA induced early increases in phosphorylation of 
MAP2 and r that preceded neuronal death. The neu-
rotoxic effect of OA was quantified in cultured neu-
rons at different times by measuring the activity of the 
cytosolic enzyme LDH and by trypan blue. At 24 h, 
more than 50% of the total enzyme activity was Ibund 
in the incubation medium and many neurons were 
detached from the plate, As measured by trypan blue 
exclusion, not all of the detached cells were dead. 
During the first 90 .min of incubation, there was no 
detectabte release of the LDH into the celular me-
dium and fess than 1% of the total cell population was 
trypan blue-positive. At 90 min, we observed dra-
matic changes in the electrophoretic rnobility of 
MAP2 and r and alterations in neuronal morphology. 
From the well documented mechanisms of action of 
OA and in view of the proposed role of MAPs in neu-
rite formation and stabilization, the disruption of the 
neural network that starts with neurite retraction and 
leads finally to neuronal degeneration might he re-
tlected by either direct or indirect changes in the phos-
phorylation equilibrium of MAP2 and T. An indirect 
way in which these MAPs might be alfected could be 
by phosphorylation of a protein such as Ca" chan-
nels. which may result in increased intracellular Ca' 
levels, which, in turn, might increase phosphorylation  

of MAPs and alter neuronal morphology. We have 
determined that a range ofconcentrations or the 0.12' 
ionophore A23 l 87 alters the electrophoretic mobility 
of MAP2 over time; however, nona of these condi-
tions results in the morphologic changes observed in 
the presence of OA (manuscript in preparation). Our 
data are in agreement with those of Chiou and West-
head (1992), who propose that protein phosphatase 
activity is essential for maintaining neurite out-
growth. 

OA is not specific for phosphatase activity on 
MAP2 or r and is capable of inhibiting the dephos-
phorylation oí a wide array of celular proteins. OA-
induced rounding of monolayer neuroblastoma cells, 
condensation ofchromatin, and reorganizado') of the 
cytoskeleton typical of apoptosis rather than necrosis 
have been reponed (Boe et al., 1991). Disruption oí 
the neurofilament network in rat dorsal root ganglion 
neurons with 1 phlf OA following 30 min of treatment 
has been observed (Sacher et al., 1992). In the pres-
ence of panomolar amounts of 0A, neurite degenera-
tion was detectad in nerve growth factor-primed 
PC12 cells (Chiou and Whitehead, 1992). In a cell-
free system, OA induced changes in the dephosphory-
lation rate of13-50, a phosphoprotein related to neural 
development and neurotransrnitter release (Han and 
Dokas, 1991), and in cerebellar granule cells Ca2"Vcal-
modulin-dependent • protein kinase II was also.  af-
fected (Fukunaga et al., 1989); hosvever, in these stud-
ies, the dose of OA - was higher and time of exposure 
was considerably longer. 

In conclusion, OA is an extremely powerful tool for 
studying the regulatory processes involved in the 
phosphorylation/dephosphorylation of cytoskele.tal 
proteins in living neurons, and allows for the study of 
mechanisms of neural degeneration that have been 
proposed to involve abnormal protein phosphoryla-
tion. 
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Neurotoxicity mediated by excitatory amino acids is thought to play a role in slowly 

progressing neurodegenerative disorders. Alterations in cytoskeletal proteins have been 

associated with the formation of neurofibrillary tangles and with the mechanisms of 

neuronal death occuring in Alzheimer disease. In the present work single focal injections 

of kainate (KA) and of the glutamate transport inhibitor dihydrokainate (DHK) into rat 

dorsal hippocampus were used to determine if changes in the leveis or distribution of the 

microtubule-associated protein MAP2 are assocciated with the mechanisms of 

neurotoxicity. Alter 3, 12, 24 and 48 after treatment, the hippocampus was studied by 

Nissl stain and immunocytochemistry of MAP2. At 3 h, both KA and DHK induced 

neuronal damage mainly in CA1 region, which was associated with loss of dendritic MAP2 

immunoreactivity. Neuronal damage progressed at 12 and 24 h after drug exposure, and 

at this time accumulation of MAP2 into the somata of pyramidal neurons became evident. 

The neuronal damage and the changes in MAP2 induced by DHK were at all times 

restricted to the CA1 region and were totaily prevented by the N-methyl-D-aspartate 

(NMDA) receptor antagonist (+)-5methy1-10,11-dihydro-5H-dibenzo[aldicyclohepten-5,10- 

imine maleate (MK-801 ) but not by the non-NMDA receptor antagonist 2,3-dihydro-6-nitro- 

7-sulphamoyl-benzo(f)-quinoxaline (NBQX). In contrast, after 12-48 h the KA-induced 

alterations included CA1 CA3 y CA4 subfields, and they were prevented by NBQX, but 

not by MK-801 y only in CA1 These results show early MAP2 disruption associated with 

excitotoxicity produced by overactivation of different glutamate receptors located in 

discrete hippocampal regions. 
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Excitatory amino acid (EAA) neurotransmission in the mammalian central nervous system 

is mediated principally by glutamate and structurally related compounds, which under 

certain conditions become potent excitotoxins. Neurotoxicity mediated by excitatory amino 

acids (EAA), particularly glutamate, are thought to play a role in neurological disorders 

such as stroke, ischemia or slowly progressing neurodegenerative diseases 5'6'7'12'13  and 

Functional diversity of the glutamate actions is reflected by the presence of 

different receptor subtypes, that have been classified as: NMDA receptor, which 

recognizes N-methyl-D-aspartate and the non-NMDA receptors recognizing a-amino-3- 

hydroxy-5-methy1-4-isoxazolpropionate (AMPA) or kainate (KA). At present, however, it 

is an open question which kind of EAA receptors is activated during an in vivo acute or 

chronic increase of the endogenous glutamate levels, and what is the contribution of the 

different EAA receptors in glutamate-induced neurodegeneration. The neurotoxic actions 

of glutamate can be observed by activation of different subtypes of glutamate receptors 

with specific agonist6  or by inhibiting its high affinity uptake29. 

Cytoskeletal proteins play important roles in maintaining neuronal form and function 

and appear to be abnormally processed in Alzheimer's disease". Microtubule-associated 

proteins (MAPs) are a heterogeneous group of proteins that colocalize with microtubules. 

One of the most prominent MAPs is the heat-stable MAP2, which is involved in the 

stabilization of microtubules, the organization of intracellular organelles and in the 

maintainance of neuronal cytoarchitecturem. Moreover, MAP2 can function as a substrate 
1 

for second messenger-regulated proteins, which suggests that it might play a role in 

transducing neurotransmitter signais in neurons34. MAP2 is a dendritic phosphoprotein 



which is very sensitive to proteolysis induced by ischemia or by EAA receptor agonists, 

both in vivon.31.33.35  and in neuronal cefi cultures". 

The aim of the present work was two foid: first, to study the temporal course of the 

KA-induced neurodegeneration, as related to changes in MAP2 neuronal distribution, in 

rat hippocampus in vivo. Second, to test whether similar changes Gould be produced by 

dihydrokainate (DHK), an inhibitor of the glutamate transporter2.15.28. Furthermore, the 

specific NMDA receptor antagonist (+)-5methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo- 

[aldicyclohepten-5,10-imine maleate (MK-801) and the non-NMDA receptor antagonist 

2,3-dihydro-6-nitro-7-sulphamoyl-benzo(f)-quinoxaline (NBQX) were tested as potential 

blockers of DHK- and KA-induced neuronal changes. 

EXPERIMENTAL PROCEDURE 

Stereotaxic injections. 

Male Wistar rats (220-250 g weight) were used throughout the study. Animals were 

anesthetized with 3-4% halothane in 95% 02/5% CO2  mixture and secured in a 

stereotaxic frame with the nose bar positioned at -3.3 mm. Unilateral injections were 

made finto folllowing coordinates, with reference to bregma25: A 3.81  L 2.6 and V 3.7 DHK 

and KA were dissolved in 1 M NaOH, and the pH was adjusted to 7.0-7.5 and brought 

to the desired volume with 10 mM phosphate buffer pH 7.4. KA (2 mol/µ1) and DHK (200 

nmo1/111) were infused in a 1 pi volume at a rate of 0.5 ptlimin using a microsyringe 

mounted in a microinjection pump (Carnegie mode{ CMA/100) Control animals were 

injected wit 1 Id of 10 mM phosphate buffer. When the effect of MK-801 was tested, 



was administered i.p. 30 min before intrahippocampal injection at a dose of 2 mg/kg. In 

the case of the non-NMDA receptor antagonist NBQK, the drug was coinjected in the 

hippocampus with KA or DHK, at a dose of 50 nmol4t1. NBQX was dissolved in 0.2 M 

NaOH, the pH was adjusted to 7.5-8.0 and brought to final volume with 10 mM phosphate 

buffer. 

MAP2 Immunocytochemistry and Nissl staining. 

At 3, 12,24 or 48 h atter intrahippocampal injections, the control and treated rats 

were anesthetized and perfused transcardially with 250 ml of 0.9% NaCI followed by 250 

ml of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4. Brains were removed, left 

in fixative for 24 h, and transferred successively to 10, 20 and 30% sucrose (24 h each). 

Coronal 40 pm thick sections were obtained in a cryostat and alternate sections from 

each brain were used for cresyl violet stain and for MAP2 immunocytochemistry. For 

immunocytochemistry, free•floating sections were incubated at room temperature for 30 

min in phosphate buffer saline (PBS) containing 0.25% triton X-100 and 3% H202  and left 

overnight at 4°C in 5% albumin-PBS. Slices were then exposed for 72 h at 4°C to a 5% 

albumin-PBS solution containing the MAP2 primary antibody (5 lig/m1). At the end of this 

period the s'ices were incubated twice with PBS (5 min each) and processed using the 

anti-mouse IgG (1:500) and the Vectastain ABC-biotin-avidin-peroxidase kit, with 

diaminobenzidine tetrahydrochloride as substrate. Negative controls consisted of 

eliminating the primary antibodies from the procedure. Non-injected hippocampus from 

drug-treated rats, as well as phosphate buffer injected hippocampus from control rats, 

were evaluated as further negative controls. At least 4 cresyl violet and 4 MAP2 



immunocytochemistry sections from each brain and 4-8 rats in each experimental group 

were examined. 

Materials 

Monoclonal antibodies to MAP2 were purchased from Boehringer Mannheim 

(Mannheim, Germany), and secondary antibodies (anti-mouse IgG) from Southern 

Biotechnology Associates Inc. (Birmingham, AL, USA). To increase immunostaining, a 

Vectastain ABC biotin-avidin-peroxidase kit was used (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA). Paraformaldehyde was purchased from J.T. Baker ( (Phillipsburg, NJ, USA) 

and KA, DHK, MK-801 and NBQX were from Tocris Cookson Ltd. (Bristol, UK). 

RESULTS 

Neurotoxic effect of KA and DHK 

Intrahippocampal administration of KA induced neuronal loss, observed by Nissl 

staining, that began as early as 3 h, particularly in the CA1 area (Fig. 1a-d, top paneis). 

Alter 12 h, neuronal loss progressed to involve pyramidal neurons in CA1, CA3-4 and 

some granular neurons in the dentate gyrus, which appeared pycnotic and intensely 

stained. This pattern of cell damage persisted at 24 h (Fig. la-d, center and bottom 

paneis) and 48 h (not shown). The excitotoxic damage elicited by KA was partially 

prevented by the coinjection of the non-NMDA receptor antagonist NBQX. In agreement 

with a previous report Normada et al., 1991), this antagonist protected CA1 subfield at 

all times studied, but was ineffective to protect CA3-4 subfields (Fig. 2a-d top panel Only 

24 h shown). In contrasto  neuronal degeneration induced by KA was not protected by the 



systemic injection of the NMDA-receptor antagonist MK-801, at any time tested (Fig. 3a- 

d). 

Differently from KA, DHK administration induced neuronal damage restricted to the 

CA1 pyramidal cells. Three h atter injection the lesion was very similar to that observed 

with KA, although the dose of DHK was a 100-fold higher. After 12 h a total Ioss of CA1 

pyramidal neurons occurred, and no further changes were observed at 24 h (Fig. 4a-d, 

in first 3 panels) or 48 h (not shown). As shown in Fig. 4 (bottom right panel), in contrast 

to KA, the previous injection of MK-801 completly prevented the DHK-induced damage, 

whereas NBQX was ineffective (Fig. 2a-b, bottom panel). 

KA and DHK effects on MAP2 

MAP2 immunoreactivity in the non injected hippocampus was observed mainly in 

the dendritic fields of all regions, notably in the apical dendrites of the CA1 pyramidal 

neurons in the stratum radiatum and their branches in the stratum moleculare. 

Immunostaining was also visible in the network of processes in the stratum oriens, 

probably corresponding to basket cells dendrites and basal dendrites of pyramidal cells 

(Fig. le). In the CA3-CA4 region the dendritic branches of pyramidal neurons were 

intensely stained (Fig. 1g), as well as the dendrites of granule cells within the dentate 

gyrus. in all hippocampal subfields perikarya were only slightly stained (Fig. 1 e). 

Notable changes were observed in the pattern of MAP2 distribution after KA injection, 

and the time course of these changes can be correlated with that of neuronal damage. 

At 3 h after KA administration a notable decrease of dendritic immunostaining was 

observad in. CA1 and to a less degree aiso in CA3-4 subfields (Fig 1e-h top panels). 



This decrease was more pronounced at 12 h and at this time the immunoreactivity was 

increased in the somata of the pyramidal neurons (Fig. 'I e-h, center panels). At 24 h a 

total loss of MAP2 staining in dendrites occurred and the immunoreactivity persisted in 

neuronal somata (Fig. le-h, bottom panels). In excellent agreement with the observations 

in the Nissl stained sections, the coinjection of NBQX, but not of MK-801, prevented the 

KA-induced changes in MAP2 in CA1 (compare Fig. 2f, top panel, with Fig. 3f), whereas 

the alterations occurring in CA3-4 were not modified by NBQX (Fig. 2h, top panel). 

DHK treatment produced changes in MAP2 distribution similar to those seen with KA, 

but the loss of dendritic immunostaining was more pronounced at 3 h and, as with the 

Nissl staining, it was restricted to the CA1 subfield (Fig. 4c-d, 3, 12 and 24 h). A shift of 

MAP2 localization to neuronal bodies was prominent at 12 h (Fig. 4d, top right panel) and 

at 24 h it had been considerably lost (Fig. 4d, bottom left panel). Simiiarly to the 

morphological alterations, pretreatment with MK-801, but not with NBQX prevented the 

DHK induced changes in MAP2 (compare Fig. 4d, bottom right panel, with Fig. 2d bottom 
• 

panel). 

DISCUSSION 

KA- and DHK-induced selective neuronal loss 

Most of the studies of neuronal damage in vivo with KA have been carried out at 

relatively long periods atter injection3. In the present study we show that 

neurodegeneration occurs as early as 3 h after the intrahippocampal administration of KA, 

and that at 12 h the intensity of damage is already comparable to that seen at 24 or 48 



h. This early damage is in agreement with a previous report in which a smaller KA dose 

than that of the present work was used33  and the damage was restricted to CA3.4 

hippocampal subfields. At the 2 nmol dose used here, KA effects were found in CA1, 

CA3, CA4 and in some neurons of the dentate gyrus, while notably CA2 was spared. 

A possible explanation for this selectivity is the different localization of the non- 

NMDA receptors in different hippocampal subfields. Thus, the damage produced by KA 

in CA1 is probably due to an interaction with the AMPA receptor subtype, since such 

receptors are highly concentrated in this region, as judged from radioactive AMPA binding 

studies19,20,23,27 and from the distribution of the corresponding mRNA10. Strong support for 

this conclusion is the finding that the KA-induced neuronal damage in CA1 was prevented 

by the coinjection of the non-NMDA receptor antagonist NBQX, which has a higher affinity 

for the AMPA receptor than for the KA receptora. A similar protection by NBQX has been 

previously reported at much longer time periods after KA injection21. In contrast to CA1, 

in CA3-4 the effect of KA is probably mediated by an agonist action on the high affinity 

KA receptor, since this receptor subtype is highly concentrated in CA3-436  and NBQX, 

which is only a weak antagonist of KA bindinge, was without slgnificant protective effect. 

The neurodegeneration produced by DHK in the hippocampus has not been 

previously reported and it is consistent with its notable neurotoxic effect in the striatum 

at 7 days atter intrastriatal administration15. The hippocampal damage shown here was 

evident as early as 3 h after injection and, in contrast to the damage produced by KA, it 

was surprisely restricted to the CA1 region at all times studied. DHK is an inhibitor of 



glutamate transport2.28  and it has been shown to increase the extracellular concentration 

of glutamate in vivo4.15.22. However, no correlation has been found between the DHK- 

induced glutamate elevation and neurodegeneration in the striatum, and therefore it has 

been suggested that the cell damage might be due to a direct activation of EAA 

receptors'5. Furthermore, the epileptiform activity induced by intrahippocampal 

administration of DHK was also not correlated with increased glutamate levels but 

involved activation of NMDA receptors, since it was blocked by NMDA receptor antagonist 

D-2-amino-5-phosphonovalerate4. These data suggest that the neurotoxic action of DHK 

found in the present work was not due anly to augmented extracellular glutamate but to 

a direct activation of EAA receptors. Since the damage was observed only in the CM 

subfield and it was completely prevented by the NMDA receptor antagonist MK-801 but 

not by NBQX, we conclude that such receptors are of the NMDA type Consistently with 

this conclusion, the NMDA receptor subtype is much more abundant in CA1 than in the 

other hippocampal subfields, which were not affected by DHK (Young et al., 1991). 

Changes in MAP2 immunoreactivity 

The effect of EAA receptor agonists en MAP2 protein has been examined in 

different biological preparations. Pharmacological stimulation of rat hippocampal neurons 

by intracerebroventricular administration of KA or NMDA induces selective loss of MAP2 

in hippocampal homogenates31  and in the CA3 region 3 h after intrahippocampal injection 

of KA33  Differently from these studies, we have found a temporal pattern of changes in 

MAP2 distribution after KA in the CA1 and CA3-4, the regions susceptible te KA 

neurotoxicity, consisting of an early loss in dendritic MAP2 immunoreactivity atter 3 h, 
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when neurons apparently are stip alive (as seen by Nissl staining), followed by an 

accumulation MAP2 immunoreactivity in neuronal somata at 12 h alter treatment and 

finally a decrease or even a total loss of immunoreactivity at 24 or 48 h. A similar pattern 

of MAP2 changes, but limited to CA1, was observed with DHK, in close agreement with 

the localization of neuronal damage produced by this compound. 

These results suggest that MAP2 is a susceptible target of the excitotoxicity due 

to overactivation of both NMDA and non-NMDA receptor subtypes (see discussion 

aboye). Furthermore, this susceptibility appears initially as an intraneuronal redistribution 

of MAP2, from its normal dendritic localization to the neuronal somatas, followed by a 

later phase, characterized by loss of the protein, probably due to hydrolysis by activation 

of calpain 1 or other Ca2+-dependent proteases9' 2, at a time when the Nissl staining 

showed highly damaged neurons. A possible mechanism of the apparent MAP2 

redistribution is a disruption of microtubule function due to an increased Ca2+ 

concentration26, or a structural protein change due to phosphorylation1.24. It is interesting 

that perykarial accumulation and loss of dendritic immunoreactivity of MAP2 atter KA nd 

DHK are similar to those occurring post-mortem in human and rat hippocampus3°  and 

reproduce some aspects of the neurofibrillary tangles formation in Alzheimer disease" 

CONCLUSION 

In the present paper we describe temporal changes in the intraneuronal distribution 

of MAP2 due to activation of different EAA receptora by KA and DHK, that can be 

prevented specifically by MK-801 and NBQX, in several regions of the hippocampus. The 

11 



observed changes in MAP2 demonstrate that alterations of the normal dendritic 

localization of the protein is a sensitive marker of excitotoxicity and could be involved in 

the mechanisms of neuronal degeneration. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 Temporal course of changes in cresyl violet staining (paneis a-L:1) and MAP2 

immunoreactivity (paneis e-h) after KA injection. The non-injected control hippocampus 

is shown in the left paneis (le and co,g) and the KA-injected hippocampus in the right 

paneis lb,f and d,11), after the time shown aboye each set of micrographs. Three h after 

KA treatment CA1 pyramidal neurons changed from a rounded and well defined form to 

a stellate and pycnotic appeareance (compare a and b), while neurons in CA3 reglan are 

unchanged (compare e and pp. A loss in dendritic MAP2 immunoreactivity is observed at 

3 h in CA1 (compare e and I) while CA3 was less affected (compare g, and. After 12 

h of KA the loss of cells in CA1 and CA3-4 became evident 1-10, as well as dendritic loss 

and perykarial accumulation of MAP2 in CA1 (compare e and .1) and CA3-4 (compare g 

and ti.). 24 h after KA the cell loss is prominent in all regions except CA2 (A-.11) and the 

MAP2 immunoreactivity is observed in CA1 and CA3-4 (242). Each micrograph ís 

representative of 5 sections from 4-6 different animais. 

Figure 2 Protective effect of NBQX on KA-induced and lack of effect on DHK-induced 

neurotoxicity. NBQX was coinjected with KA or DHK and its protective action was 

evaluated 24 h tater. Cresyl violet staining is shown in the top micrographs and MAP2 

imm unostaining in the bottom micrographs. NBQX completely prevented the ceil loss and 

the MAP2 changes produced by KA in CA1 (compare a with b ande with 5) while CA3 

was not protected (compare c with d and g with 11). NBQX failed to protect the DHK- 

induced ceil loss (compare a and ) and MAP2 changes (compare c and LO. Micrographs 

18 



are representative of 5 sections from 4 different animais. 

Figure 3 Lack of protection by i.p. MK-801 against cell loss (?.d) and MAP2 changes (l- 

b) induced by KA, in both CA1 and CA3 regions. Micrographs are representative of 5 

sections from 4 different animais. 

Figure 4 Temporal course of changes in cresyl violet staining (panels all2) and MAP2 

immunoreactivity (panels col) after DHK injection, and the protection by i.p. MK-801. The 

non-injected control hippocampus is shown in the Ieft panels (á,2) and the DHK-injected 

hippocampus in the right panels (12,£)1 . Only the CA1 region is shown because no other 

region was affected by DHK. At 3 h after DHK notable changes in the shape of pyramidal 

cell was observed (compare a and 12) and a dramatic loss of dendritic MAP2 (compare 

c and .01 At 12 h there is a substantial loss of cells in CA1 (compare a and 11), and MAP2 

is concentrated in neuronal somata (compare d with c and with d at 3 h). At 24 h the cell 

loss peristed (compare a and12) and the somatic MAP2 decreased notably (compare d 

with c and with d at 12 h). All these changes were totally prevented by 1.p MK-801, as 

shown in the bottom right panels. Micrographs are repesentative of 5 sections from 4-8 

different animais. 
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Rapid Communication 

P-Amyloid Peptide Fragment 25-35 
Potentiates the Calcium-Dependent Release of 
Excitatory Amino Acids From Depolarized 
Hippocampal Slices 
C. Arias, I, Arrieta, and R. Tapia 
Departamento de Neurociencias, Instituto de Fisiología Celular. Universidad Nacional Autónoma de México, 
México, D.F., México 

P-Amyloid protein (PAP) has been frequently associ-
ated with the neuropathology of Alzheimer's disease 
(AD), although the mechanisms by which it can in-
duce neurodegeneration are still unknown. Some 
studies in hippocampal cultured neurons suggest that 
3AP, particularly its fragment 25-35, may induce 
neural growth or render neurons more vulnerable to 
excitotoxic insults by a mechanism involving intracel-
lular Ca2+  dyshomeostasis. We have studied the ef-
fect of fragment 25-35 on the release of endogenous 
amino acids from hippocampal slices of young adult 
(3-3.5-month-old) and aged (23-25-month-old) rats, 
under basal, K+-depolarization, and post-depolar-
ization conditions, in the presence and absence of 
Ca2+. In both young and aged tissue, the basal re-
lease of amino acids was not affected by the peptide. 
By contrast, 1-hr preincubation of slices from young 
animals with 10 µM 25-35 fragment resulted in a 
140% increase of giutamate and aspartate release 
stimulated by K+  depolarization, compared with the 
control-stimulated release. These effects were strictly 
dependent on externa! Ca2+ . Neither the K+-stimu-
lated release of 'y-amino butyric acid (DABA) nor the 
release of glycine, glutamine, taurine, or alanine, 
which was not stimulated by high K 4*, were affected. 
Substance P and a scrambled sequence of the 25-35 
fragment were without any effect per se, but sub-
stance P blocked the stimulatory effect of fragment 
25-35 on glutamate and aspartate release. In slices 
from aged rats the basal release of glutamate was 
significantly higher (260%) than that in young tissue, 
and the le -induced release of both aspartate and 
glutamate was also higher. Fragment 25-35 also po-
tentiated the le -induced release of these two amino 
acids, although to a lesser extent than in young tissue. 
These results indicate that glutamate is retained less  

by the aged hippocampus and that fragment 25-35 is 
able to augment the release of glutamate and aspar-
tate under excitatory conditions, an effect that could 
be involved in the mechanisms of neurotoxicity of 
p-amyloid peptides. 	o 1995 Wiley-Liss, Inc. 

Key words: P-amyloid peptide, excitatory amino ac-
ids release, hippocampal slices, Alzheimer's disease 

INTRODUCTION 

P-Amyloid protein (Í3AP) deposition is one of the 
pathological hallmarks of Alzheimer's disease (AD) 
(Braak and Braak, 1994). Although f3AP has been con• 
sidered as a causal factor of AD (Glenner and Wong, 
1984; Selkoe, 1991), its role in neurodegeneration has 
not been clarified. Such a role is strongly supported by 
the recently developed transgenic mice that overexpress 
a human mutant P-amyloid precursor protein gene 
(Games et al., 1995). pAP contains 39-43 amino acid 
residues and is cleaved from the amyloid precursor pro-
tein (Selkoe, 1993). Some of its fragments, particularly 
peptide 25-35, possess neurotrophic and neurotoxic ac-
tions (Yankner et al., 1990; Pike et al., 1991; Loo et 
1993), and their neurotoxicity can be prevented, both m 
vitro and in vivo, by the structurally related peptide sub-
stance P (Yankner et al., 1990; Frautschy et al., 1991). 

Se'veral limes of evidence suggest a potencial role of 
Ca21.  in the neuronal actions of pAP. Particularly inter-
esting is the ability of PAP to disrupt intracellular Ca2 ' 
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homeostasis atter exposure to the Ca' 	ionophore 
A23187, after high potassium depolarization, or atter 
stimulation by glutamate, with a consequent potentiation 
of excitotoxic mechanisms of cell death ( Mattson et al., 
1992, 1993). Furtliermore, Í3AP 1-40 seems tu form 
Ca'" channels when incorporated finto artificial phos-
pholipid bilayers (Arispe et al., 1993). Therefore, and in 
view of the Ca2 ' dependence of neurotransmitter re-
lease, it seems possible that PAP peptides can alter such 
release. The aim of the present work was to test this 
hypothesis. We studied the effect of the pAP 25-35 
fragment un the release of endogenous amino acids, with 
a focus on glutamate, in rat hippocampal slices from 
young and aged rats. 

NIATERIALS AND METHODS 

Mate Wistar 3-3.5-month-old and 23-25-month-
old rats (Camm Research Lab Animals, Vv'ayne, Ni) 
were killed by clecapitation and the whole brain removed 
and placed in a vibroslice chamber (Campden Instru-
ments). immersed in cold Krebs-Ringer medium of the 
composition described below. Corona' cerebral slices 
(300 p.,rn Chick) were obtained, the hippocampal structure 
was quickly removed, and three hippocampal slices were 
placed in a multicharnber incubator (Stoelting Instru-
ments), in 0,3 ml of an oxygenated Krebs-Ringer me- 
dium 	the following composition (in mN1): NaCI 118, 
KC1 4.8, KH1,PO4  1.2, CaC1, 2.5, MgSO4  1.2, glucose 
10, and NaHCO3  20, pH - 7,4. In some experiments Ca2+  
was omitted and 0.1 mM EGTA was added to the me-
dium, When a depolarizing K concentration was used, 
KC1 was increased - to 50 misil and NaCI was proportion-
ally dirninished. PAP peptide fragment 25-35 and sub-
stance P (Sigma, St. Louis, MO), as well as a scrámbled 
sequence of fragment 25-35 (NH2-INILKGNGASIG-
COOH, obtained from Macromolecular Analysis Lab., 
Albert Einstein College of Medicine, Bronx, NY) were 
dissolved in the media from water stock solutions. 

HippOcampal slices were equilibrated at 37°C for 
30 min, followed by a 1 hr preincubation period in the 
absence (control) or presence of the peptide to be testen. 
After this period, the incubations for measuring the re-
lease were carried out as follows: 1) 5-min period for 
release in a fresh low K medium (basal fraction); 2) 
5-min period in a high K medium (depolarization frac-
tion); and 3) 5-min period in the basal mediurn (post-
depolarization fraction). All. media-  were continuously 
oxygenated. At the end of each period the total incuba-
tion volume was collected and kept at —75°C until ana-
lyzed by high-performance liquid chromatography.  
t HPLC). At the end of the experiment the slices were 
sonicated (Branson Sonifier, setting 2) in water for pro-
tein analysis (Bradford, 1979). In some experiments  

fragment 25-35 was not preincubated with the tissue, 
but it was added in the high potassium medium. Except 
for these experiments, in the experimental chambers alt 
media used contained the peptides at the concentrations 
indicated in Results. Controls were always carried out in 
parallel using hippocampal slices from the same rat. 

Amino acids in the collected fractions were mea-
sured by HPLC in a Beckman chromatograph atter de-
rivatization with o-phthaldialdehyde as previously de-
scribed (Salazar et al,, 1994). The following amino acids 
were rneasured: gltttamate, aspartate, y-amino butyric 
acid (GABA), glutamine, glycine, taurine, and alanine. 
Amino acid content in each fraction is expressed as 
nmol/mg tissue protein. One-way ANOVA was used for 
statistical comparisons. 

RESULTS 

As shown in Figure 1 and Table 1, basal release of 
glutamate, aspartate, and GABA from young mis was 
tnuch lower relativo tu the other amino acids studied, and 
°n'y the release of diese three amino acids was stimu-
lated by K +  depolarization (90% stimulation for aspar-
tate, 340% for glutarnate, and from undetectable values 
tu 1.5 nmol/mg protein for GABA). This effect was short 
lasting, since amino acid release returned to nearly basal 
levels in the post-depolarization fraction. The stimula-
tion was clearly Ca2+  dependent in the case of aspartate 
and glutamate, but only partially affected by Ca2 + ornis-
sion in the case of GABA. 

When fragment 25-35 was not preincubated but 
added to the high K medium at a 10 1.1,N1 concentration, 
no signiticant differences were obsérved in the stimu-
lated release of amino acids, compared with control 
slices (n = 4, results not shown). When the slices were 
preincubated for 1 hr with 10 pM of fragment 25-35, 
basal amino acid release was not affected, but a notable 
potentiation of the K''-stimulated release of glutamate 
(150% overflow) and aspartate (160% overflow) was 
observed (Fig. 1). This potentiation was strictly clepen-
dent on external Ca' 

.4 
 and was not observed in the post-

depolarization fraction. None of the other amino acids 
rneasured was affected by preincubation with fragment 
25-35 (Fig. 1 and Table I). 

In other experiments, different concentrations of 
fragment 25-35, preincubated for 1 hr, were tested. As 
shown in Table II, a significara potentiation of the K - 
stimulated release of glutamate, but not aspartate, was 
observed at 1 µNI concentration. Maximum potentiation 
for both amino acidS occurred with 10 p.M of fragment 
25-35; at 30 and 100 p.N1 the potentiation was consid-
erably lower. In view of this finding, we carried out 
spectrophotometric analyses of solutions of fragment 
25-35. 11 was found that after 1 hr of incubation at 37T 
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Fig. 1. Effect of 1-hr preincubation with 10 p.M fragment 
25-35 on aspartate, glutamate, and GABA release, in the ab-
sence and presence of Ca2#  in the medium, in hippocampal 
slices from young rats. The first and second low K bars in 
each set represent the basal and the post-depolarization frac-
tion, respectively (see Materials and Methods). The results are 
expressed as tunol/mg protein/fraction, Means ± SEM for 13 
(Ca2  #) and 5 (no Ca2# ) independent experiments. *P < 0.05; 
**P < 0.01, compared with control. 

under our experimental conditions there was nil absorp-
tion in the visible range (340-700 nm) when the corleen-
tration of the peptide was 1 I.LNI or 101.1.,M, whereas at 30 
f.t.M and 100 1.1.N1 a proportionally higher absorption was 
observed, indicating an increased turbidity (results not 
shown). 

As shown in Figure 2, neither the scrambled pep-
tide 25-35 nor substance P affected glutamine and as-
pártate release. However, when preincubated with frag-
ment 25-35, substance P completely prevented the 
stimulatory effect of this peptide. 

The release of amino acids in hippocampal wlices 
from aged rats is shown in 'rabie 1 and Figure 3. The  
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basal release of the amino acids did not differ signiti-
cantly from that observed in slices from young rats, with 
the exception of glutamate release, which was 260% 
higher in aged tissue (P < 0.001; compare Figs. 1 and 
3). As in the case of young rats, only glutamate, aspar-
tate. and GABA release was stimulated by K depolar-
ization. lnterestingly, for' the three ainino acids the 
amount released by stimulation was two tu threefold that 
observed in young rats, although in terrns of percent 
stirnulation no significant differences were observed, due 
tu the high basal release of aspartate and glutamate (Figs. 
1, 3). 

Preincubation of slices from aged rats with frag-
mem 25-35 did not significantly affect basal amino acid 
release. Under 1C" depolarization a 50-100% potentiat- 
ing 	on glutamate and aspartate release was ob- 
served, although this potentiation did not reach statistical 
siiznificance due to the relatively large variability. As in 
the case of young rats, the K .4" -stimulated release of 
GABA was not affected by fragment 25-35 (Fig. 3). 

I)ISCUSSION 

The present results demonstrate that pAP fragment 
25-35 stimulates the depolarization-induced release of 
excitatory amino acids, but not the basal release, after 1 
hr of preincubation with hippocampal s'ices. The finding 
that this effect occurred only under depolarization con-
ditions, which lead to Ca2+  entry, and that it was strictly 
Ca2 	dependent, suggests that alterations in the intracel- 
lular homeostasis of this cation may be involved in the 
meehanism of action of fragment 25-35. Consistent with 
this interpretation is the faca that in human hippocampal 
neuronal eultures the inerease in cytoplasmic Ca2  con-
centration induced by Ir depolarization, excitatory 
amino acids, or the ealcium ionophore A23187 is poten-
tiated and maintained for considerably longer periods 
when fragment 25-35 has been present in the medium 
for 24 hr (Mattson et al., 1992, 1993). Furthermore, in 
freshly dissociated neurons from adult mouse brain, 
short preincubation with fragrnent 25-35 at 1-5 IIN,4 
concentrations produced an ampliftcation of the rapid 
K -indueed increase in intracellular Ca2+  that lasted a 
few minutes (Hartmann et al., 1993), in good correlation 
with the temporal course of our observations. 

It is striking that only the release of aspartate and 
glutamate was affected by fragment 25-35. Amino acids 
that do not behave as neurotransmitters in the hippoeam-
pus were not released by K depolarization (glutamine, 
alanine, glycine, and taurine), and were not affected at 
all. This seleetivity is also in agreement with a Ca2 ' 
participation, since the high K '-induced release of glu-
tamate and aspartate was Cae  + dependent, as has been 
described in hippocampal tissue (Ottersen and Storm 
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TABLE II. Potentiation of the k +-Stimulated Release of 
Aspartate and Glutarnate by Preincuhation With Different 
Concentrations of Fragment 25-35 in Hippocampat S'ices From 
Young Ratst  

0.82 ± 0.21 1,95 	t.: 0.16 

1.19 ± 0,19 3.85 ± 0.65* 

1.98 ± 0.31* 5.08 ± 0.68 

1.03 ± 0.21 3.36 ±0.65 

0.98 ± 0.14 3.03 ± 0.44 
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TAMO'. I. Laek of Effeet of Fragment 25-35 mi the Release of Glutamine, Glyeine, Taurine, and Alanine in Ilippocampal Sliees 
From Young and .&ged Rats* 

Glutamine Glycine i'atirine Alanine 

YOUng Aeed Ymnuj Aued Voten g Aged \'()tinLy., Aeed 

Basa! 

Control 4.5 ± 0.5 5.2_ 	1.5 I .6 	± 	1).2 1.3 ± 0,6 .2 	± 0.1 2.2 ± 0.4 .7 ± 0.3 1.7 ± 0.2 
Fragment 25-35 5.5 ± 0.5 5.3 ± 	1.4 2.2 	0.2 1.7 ± 0.5 .6 	± 1).2 1.7 	0.3 .5 ± 0.2 1.7 ± 0.2 

Kl" depolarization 
Control 4.0 z  0.4 4.2 	± 	1.3 2.0 	± 	(1.2 2.5 	0.6 .1 	± 	0,1 1 . 8 ± 0.5 .5 ± 0. 1.8 	± 0.2 

Fragment 25-35 4.0 7. 0.3 5.2 ± 	1.5 2.1 	±-, 	0.2 3.3 ± 0,6 .5 	-± 0.2 1.7 ± 0 ,3 .8 ± 0.2 2.6 ± 0.4 

Post-depolarization 
Control 3.0 	0.3 2.3 ± 0.6 1.7 	:± 	0.2 1.6 ± 0.4 . 6 	t.-  0.2 I.0 ± 0. I .5 ± 0.2 0,9 ± 0.1 

Fragment 25-35 3.4 ± 0.3 3.8 ± 	1.1 1,0 ± 0.3 2.7 ± 0.7 .7 	0.1 1.6 ± 0.2 ,4 	0.1 1.7 	0.2 

*Values are nntolinig protein/5 ruin and were ohtained From the same 1-1PI-C t'racltuns analyzed in Figures 1 and 3 in the presence of Ca' . 

Means 	SEM for 13 (young) and 11 (aged) 

tValues are nmol/mg protein/5 min released by K depolarization 

atter subtraction of basa! values. Means _t. SEM for Five to right rats. 
*P < 0.05, 

**P < 0.01, compared with control. 

Ntathisen, 1989; Flavin and Seyfried, 1994). By con-
trust, it is well established (Arias and Tapia, 1986; 
Adam-Vizi, 1992), and confirmed in the present work 
(Fig. 1), that GABA release is only partially Ca2 ' de-
penden). Therefore, if fragment 25-35 acts through 
Ca2 +-dependent mechanisms, their lack of effect un 
GABA release was to be expected. 

The maximum potentiating effect of fragment 
25-35 on glutamate release was found at a 10 11.1‘,1 con-
centration, and a considerably lower effect was ubserved 
at 30 and 100 µM. A possible explanation is that at the 
latter concentrations the peptide forms aggregates that 
cannot easily penetrate into the hippocampal slices and 
therefore cannot interact with the involved cellular sitos. 
This interpretation is supported by our spectrophotomet-
ric observations, since no absorbance was observed at 1 
1.t.M or 10 µM concentration and a linear Mercase in 
turbidity was found at 30 i.t.M and 100 µM, indicating 
aggregation of the peptide at these concentrations. 3AP 
peptide aggregation in aqueous solutions, including that 
of fragment 25-35, has been previously reported t Bur-
dick et al., 1992; Pike et al., 1995). In neuronal cultures. 
the effective concentration for the neurotoxic and Cu' 

Fig. 2. Effect of pAP peptides and of substance P on the 
K "•-depolarization-induced glutamate and aspartate release, in 
the presence of Ca=}, in hippocampal slices from young rías. 
The different experimental conditions were handled in parallel. 
Basa! release values have been subtracted. All peptides were 
added at 10 p.M concentration. Means -* SEM for six to eight 
independent experiments. SP, substance P. *P < 0.05; **P < 
0.01, compared with control. 

disrupting effects of fragment 25-35 is in the 20-40 pAivt 
range (Yankner et al., 1990; Mattson et al., 1992; Pike et 
al., 1993), and the formation of pepticle aggregates that 
occurs in culture media appears to be directly related to 
their neurotoxic effects (Pike et al., 1993, 1995). The 
difference between these observations and our present 
results could Occur because the association of the aggre-
gated peptide with the neuronal membrane is nos re-
stricted in cultures, whereas in tissue slices its access to 
the involved membranal sitos may be limited. 

The lack of effect of substance P. on amino acid 
release stwgests that a specific amino acid sequence 
present in Í3AP 25-35 is required for the releasin2 ac-
tion. This hypothesis is strongly supported by the fact 
that a scrambled sequence uf the 25-35 peptide was also 
ineffective in modifying the release. The scrambled se-
quence used was also without neurotoxic effects in neu-
ronal cultures (Mattson et al., 1992). Can the other hand, 
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hippocampal dices from aged mice compared with 
voung mire ( Freeman and Gibson, 1987), and in rat 
lateral striatum the banal glutamate release in vivo in-
creased with aire ( Donzanti et al., 1993). Furthcrmore, 
the K -'-stimulated glutamate release from human corti-
cal tissue was enhanced with age (Smith et al., 1983). 

Our results support the notion of alterations in utu-
tamate-reiated mechanisms with aging and with the pres-
ence of pAP 25-35. These results are particularly inter-
esting since aue is the primary risk factor for AD. and 
glutamatergie nem+ transmission has been repeatedly 
considered a.s an important factor in the mechanisms of 
neuronal death occurring in neurodegenerative diseases 
(Greenamyre and Y01111g, 1989; Real, 1992). The stim-
ulation of excitatory amino acid release in the hippocam-
pus reponed in this work could be relevant for explaining 
some uf the pathological changes and neuronal loss 
round in AD. PAP accumulating in amyloid plagues may 
ehronically potentiate the release of excitatory amino ac-
ids occurring under normal functioning of excitatory 
pathways, which are possibly enhanced in-  aged tissue, 
and thus may contribute to neurodegeneration. 

iLl 
Low-le HIgh-K+  Low-K9  

Fig. 3. Effect of 1 hr preincuhation with 10 vi.N1 tragment 
25-35 on aspartate, glutarnate, and GABA release in hippo-
campal slices from aged rats, in the presence of Ca' ' in the 
medium. Means :t SEM for 11 independent experiments. 

the finding that substance P completely blocked the stim-
ulatory action of fragrnent 25-35 .suggests that the 
forrner interferes the interaction of fragment 25-35 with 
the neuronal membrane. Substance P also prevcnts the 
neurotoxic effects of fragment 25-35, both in vivo and 
in cell cultures (Yankner et al., 1990; Kowal et al.. 
1991), and it has been reponed that the two peptidcs, 
which possess a similar amino acid composition, can 
bind to the same serpin-enzyme complex receptor doslin 
et al., 1991). 

Another interesting finding of the present work ki ati 
that in hippocampal slices from aged rats the basa' and 
the K ± -induced release uf the excitatory transmitters as-
partate and glutamate, particularly the 'atter. tk ere • PJ• 
nificantly increased with respect to young rats .11 
present it is not clear whether changes in excitatory 11Ct1 

rotransrnission occur with age. However. basa' ,flura-
mate release was reported to be higher in striat.ii  
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CONCLUSIONES GENERALES 

En virtud de que en cada uno de los artículos presentados se discutieron cada uno 

de los resultados obtenidos, en esta última parte se presentara un panorama general 

sobre los hallazgos del trabajo de tesis, con énfasis en las aportaciones concretas. Por 

otro lado, se pretende también integrar los resultados experimentales vertidos en los 

diferentes artículos en una hipótesis general de trabajo para investigaciones 

subsiguientes acerca de la muerte neuronal en la Demencia de Alzheimer. 

Mecanismos que inducen fosforilación de proteínas del citoesqueleto. 	Como se ha 

establecido en la presente tesis, un aspecto importante para entender los mecanismos 

básicos que conducen a la pérdida neuronal en la EA es el estudio de los cambios 

metabólicos que inducen fosforilación de las proteínas MAP2 y tau, y cómo la tasa de 

fosforilación/desfosforilación puede relacionarse con un funcionamiento neuronal normal 

o alterado. En vista de que se conoce muy poco acerca de cómo se regula esta tasa de 

fosforilación, en el primer trabajo se utilizó el ácido okadaico (una droga que inhibe 

específicamente proteínas fosfatasas de serina/treonina), como herramienta útil para 

inducir fosforilación de proteínas del citoesqueleto y estudiar las consecuencias en la 

supervivencia neuronal. Estos estudios se realizaron en cultivos primarios de neuronas 

corticales de rata así como en una línea celular derivada de un neuroblastoma humano 

y en cultivos de astrocitos. 

El ácido okadaico, a concentraciones que in vitro, inhiben preferentemente a la 

proteína fosfatasa 2A, indujo rápidamente la fosforilación de las proteínas MAP2 y tau. 

Este efecto temprano de fosforilación de proteínas del citoesqueleto se asoció con una 
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rápida retracción neurítica y con muerte neuronal tardía (24 horas después de una 

exposición a 250 nM de ácido okadaico por 5, 10 o 15 min), sugiriendo que el 

citoesqueleto es un blanco sensible de alteraciones que pueden conducir a la 

neurodegeneración. 

Como ya ha sido discutido a lo largo de varios capítulos de la tesis, el grado de 

fosforilación de MAP2 y tau determina su afinidad por los microtúbulos y de esta manera, 

su estabilización. En los experimentos realizados en neuronas cultivadas, el aumento en 

la fosforilación de MAP2 y tau se asoció con alteraciones dramáticas de la red que 

conforma el neuroesqueleto. Estas alteraciones se manifestaron principalmente como 

retracción de lás dendritas neuronales y cambios de morfología del soma. 

Dado que una de las funciones vitales de la neurona es el transporte de materiales 

desde el soma a las terminales nerviosas y viceversa, y que esta función depende del 

citoesqueleto y sus diferentes componentes, el desarreglo del sistema microtubular puede 

ser un factor importante capaz de inducir muerte neuronal. 

De esta manera, una de las aportaciones importantes del primer trabajo 

presentado en la tesis fue el demostrar la participación de las proteínas fosfatasas 1 y/o 

2A en la remoción de fosfatos a las moléculas de MAP2 y tau en neuronas cultivadas, 

y el papel de la hiperfosforilación de proteínas del citoesqueleto en la degeneración 

neuronal. Existen muchos datos que indican que la hiperfosforilación de la proteína tau 

juega un papel muy importante en la neurodegeneración en la EA. Nuestro trabajo 

demuestra que la hiperfosforilación no sólo de la tau sino de la MAP2 se asocia con 

muerte neuronal. Es plausible pensar que en la EA, los cambios en el equilibrio 
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fosforilación/desfosforilación de muchas otras proteínas celulares puedan estar alterados 

y sean la manifestación bioquímica de un defecto metabólico generalizado que puedan 

originar señales que conduzcan a la muerte neuronal. 

Neurotransmisión excitadora y muerte neuronal in vivo En el segundo trabajo se realizó 

un estudio en el cual se analizó papel de la neurotransmisión excitadora en la muerte 

neuronal. Para esto se siguió el curso temporal de la neurodegeneración en el 

hipocampo de la rata (visualizada con tinción de Nissl) y los cambios asociados del 

citoesqueleto (con el inmunoteñido para MAP2). Para estudiar estos efectos se utilizaron 

el ácido kaínico, como activador de receptores para AMPAlkainato, y del ácido 

dihidrokaínico, el cual es un inhibidor de la recaptura de glutamato. Con el uso de los 

anticuerpos monoclonales para MAP2, pudimos analizar cambios tempranós en esta 

proteína del citoesqueleto en respuesta a los efectos excitotóxicos de las drogas 

utilizadas. El análisis inmunohistoquímico reveló que la MAP2 sufre cambios muy 

tempranos en su redistribución celular y posteriormente en su desaparición, que apoyan 

su papel como un marcador muy sensible de la muerte neuronal. Nuestro trabajo 

demuestra que, previamente a la neurodegeneración, existe una retracción de los 

procesos neuríticos a tiempos tan cortos como 3 horas después de la exposición a las 

neurotoxinas. La desaparición temprana en el inmunoteñido para MAP2 fue interpretada 

como retracción neurítica inicial, ya que a tiempos cortos no se observa pérdida neuronal 

y, además, es muy similar a la observada en los cultivos neuronales tratados con el ácido 

okadaico. Existe evidencia de otros grupos (como ya se mencionó en la discusión del 

trabajo en preparación), que señala la posibilidad de estimular proteína cinasas 
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dependientes de Ca2+ como resultado de la activación de receptores para aminoácidos 

excitadores. Lo anterior sugiere que, dentro del repertorio de cambios metabólicos que 

induce el glutamato o sus agonistas, se deben considerar alteraciones en el equilibrio de 

fosforilaciónidesfosforilación de proteínas de citoesqueleto. Esta posibilidad abre una 

linea de investigación interesante que no ha sido suficientemente explorada. 

Por otro lado, ha sido demostrado por otros grupos de investigación y en otros 

modelos, que conforme avanza el curso de la neurodegeneración, la proteína MAP2 se 

va acumulando en el soma de las neuronas afectadas para posteriormente desaparecer. 

En nuestro estudio observamos un curso temporal que demuestra que, 3 h después de 

la exposición del hipocampo a las neurotoxinas, existe desaparición del inmunoteñido 

para MAP2, lo cual puede significar retracción del árbol dendritico por hidrólisis de la 

proteína (lo cual ha sido demostrado en otros modelos en los que, aplicando ácido 

kaínico se activa calpaína 1 y se induce proteólisis de espectrina y de MAP2), o por 

cambios metabólicos que disminuyan su afinidad a los microtúbulos (como podría ser el 

incremento en la fosforilación de esta proteína). Como la MAP2 es una proteína que se 

concentra principalmente en las dendritas, su ulterior acumulación en el soma neuronal 

apoya el mecanismo de la desestabilización de los microtúbulos como un suceso 

temprano asociado con la neurotoxicidad En apoyo a lo anterior se observó a las 12 

horas, incremento de la inmunorreactividad en el cuerpo de las células piramidales y a 

las 24 horas desaparición de la inmunorreactividad de esta proteína asociado con pérdida 

neuronal visualizada con la tinción de Nissl. Un aspecto importante estudiado en este 

trabajo es la participación de los diferentes receptores de aminoácidos excitadores en 
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dependientes de Ca2+ como resultado de la activación de receptores para aminoácidos 

excitadores. Lo anterior sugiere que, dentro del repertorio de cambios metabólicos que 

induce el glutamato o sus agonistas, se deben considerar alteraciones en el equilibrio de 

fosforilación/desfosforilación de proteínas de citoesqueleto. Esta posibilidad abre una 

linea de investigación interesante que no ha sido suficientemente explorada. 

Por otro lado, ha sido demostrado por otros grupos de investigación y en otros 

modelos, que conforme avanza el curso de la neurodegeneración, la proteína MAP2 se 

va acumulando en el soma de las neuronas afectadas para posteriormente desaparecer. 

En nuestro estudio observamos un curso temporal que demuestra que, 3 h después de 

la exposición del hipocampo a las neurotoxinas, existe desaparición del inmunoteñido 

para MAP2, lo cual puede significar retracción del árbol dendrítico por hidrólisis de la 

proteína (lo cual ha sido demostrado en otros modelos en los que, aplicando ácido 

kaínico se activa calpaína I y se induce proteólisis de espectrina y de MAP2), o por 

cambios metabólicos que disminuyan su afinidad a los microtúbulos (como podría ser el 

incremento en la fosforilación de esta proteína). Como la MAP2 es una proteína que se 

concentra principalmente en las dendritas, su ulterior acumulación en el soma neuronal 

apoya el mecanismo de la desestabilización de los microtúbulos como un suceso 

temprano asociado con la neurotoxicidad. En apoyo a lo anterior se observó a las 12 

horas, incremento de la inmunorreactividad en el cuerpo de las células piramidales y a 

las 24 horas desaparición de la inmunorreactividad de esta proteína asociado con pérdida 

neuronal visualizada con la tinción de Nissl. Un aspecto importante estudiado en este 

trabajo, es la padicipación de los diferentes receptores de aminoácidos excitadores en 
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la muerte neuronal. La neurotoxicidad inducida por el ácido kaínico mostró un patrón 

selectivo que afectó a las regiones de CA1 y CA3-4 del hipocampo, mientras que la 

región de CA2 no se afectó. Estas lesiones fueron parcialmente revertidas por la 

administración del antagonista NBQX. Como este antagonista tiene una mayor 

selectividad para antagonizar los receptores para AMPA que los de ácido kaínico, y en 

vista de que la protección obtenida se observó sólo en la región de CA1, se puede 

concluir que la muerte neuronal en esta zona del hipocampo es mediada por la activación 

de receptores para AMPA, mientras que en la regiones de CA3-4 es mediada por los 

receptores para ácido kaínico de alta afinidad. En el trabajo original se discutió la 

participación de los diferentes receptores para aminoácidos excitadores a la luz del 

conocimiento que se tiene sobre la distribución de éstos en las diferentes subregiones 

del hipocampo. 

Estos hallazgos señalan la importancia de la proteína MAP2 en el mantenimiento 

de la integridad neuronal y su participación como una proteína blanco en la muerte 

neuronal por excitotoxicidad. 

Por otro lado, en este trabajo se presenta evidencia de la neurotoxicidad de un 

antagonista del transporte de glutamato, el dihidrokainato. Este compuesto eleva la 

concentración endógena de glutamato en varias condiciones experimentales (se 

mencionaron resultados experimentales de otros investigadores) e indujo en nuestros 

experimentos, neurodegeneración selectiva de las neuronas de CM . Es importante 

señalar que la muerte neuronal observada con este compuesto fue antagonizada por el 

MK-801, que es un antagonista de receptores para NMDA. Los resultados obtenidos 
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pueden indicar que la elevación de glutamato endógeno en el hipocampo, activa 

preferentemente receptores de NMDA los cuales serían los responsables de la muerte 

neuronal y del patrón de cambios en la proteína MAP2, lo cual es una aportación 

importante de esta tesis. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad (no explorada 

aún), de que el dihidrokaínico ejerza su acción neurotóxica activando directamente los 

receptores de NMDA. Esta posibilidad es importante de analizar en vista de que 

experimentos realizados en el laboratorio demuestran que otro inhibidor de la recaptura 

del glutamato, el pirrolidín dicarboxilato (PDC) eleva el glutamato endógeno y no induce 

neurodegeneración (Massieu, trabajo en preparación), 

La proteína 8-amiloide, 	neurotransmisión excitadora y la muerte neurona! 

Existe discusión acerca de si la presencia de depósitos insolubles de la 13AP es capaz 

de inducir muerte neuronal o al menos de incrementar la vulnerabilidad de las neuronas 

ante otros agentes agresores exógenos o endógenos Hay evidencia que señala los 

efectos neurotóxicos de la f3AP y de algunos de sus péptidos activos en cultivos 

primarios de neuronas y en el animal vivo. En el último trabajo de la presente tesis se 

analiza el papel del péptido activo 25-35 en la liberación de neurotransmisores en 

rebanadas de hipocampo de ratas jovenes y de ratas viejas. En este trabajo el péptido 

activo 25-35 incrementó la liberación de aminoácidos excitadores (glutámico y aspártico) 

en condiciones de despolarización neuronal. Este hallazgo abre la posibilidad de estudiar 

el papel neurotóxico de la (3AP al aumentar la vulnerabilidad neuronal incrementando de 

manera crónica la neurotransmisión excitadora cerebral. Estos hallazgos cobran mayor 

interés por el hecho, también demostrado en este trabajo, que en ratas viejas existe un 
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tono basal incrementado de liberación de glutámico y aspártico. Dado que uno de los 

principales factores de riesgo reconocidos para presentar la EA es la edad, este hallazgo 

puede ser importante para apoyar la hipotesis excitotóxica de este padecimiento. 

Comentario final 

Son muchas las preguntas que quedan por contestar en cuanto a la pérdida de 

neuronas cerebrales, los tipos de lesiones morfológicas que consistentemente se 

encuentran en la EA y la disminución progresiva e inexorable de las capacidades 

intelectuales de un sujeto con este tipo de demencia. 

Hasta la fecha, ninguno de los estudios neuroquímicos o inmunocitoquímicos de 

las alteraciones neuronales encontradas en la EA parecen señalar el defecto primario o 

causal de este tipo de enfermedad, además, no existe evidencia de que un factor común 

pueda explicar los dos tipos de lesiones que se consideran patognomónicas de este 

padecimiento. En la presente tesis queremos presentar una hipótesis tentativa de 

asociación de mecanismos capaces de actuar de manera concertada e incidir 

riegativamente en la viabilidad neuronal (Fig. 9). 

En esta hipótesis se señala el papel de la neurotransmisitin excitadora como uno 

de los factores desencadenantes de la muerte neuronal en la EA. Nosotros encontramos 

que en ratas viejas, la liberación de glutamato endógeno parece estar incrementada 

como resultado de la edad. Además los péptidos activos de la proteína í3•amiloide 

pueden potenciar la liberación Cd+-dependiente de glutamato y aspartato. La 

sobreactivación de receptores para aminoácidos excitadores induce neurodegeneración 

(como ya ha sido ampliamente demostrado por muchos grupos de investigación) y,-en 
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nuestro modelo de inyección intrahipocámpica de ácidos kaínico y dihidrokaínico se 

reproduce el patrón de acumulación de proteína MAP2 en el soma de las neuronas 

afectadas, antes de la muerte celular. Este patrón de lesión celular y de redistribución 

somática de una proteína asociada a los microtúbulos de las dendritas es muy similar a 

los efectos producidos por la administración del ácido okadaico (usado como agente 

inductor de fosforilación de proteínas) en cultivos de neuronas. De esta manera, es 

plausible pensar que, entre los efectos neuronales de los aminoácidos excitadores, la 

fosforilación de proteínas del citoesqueleto es una posibilidad interesante para analizar 

y que podría explicar la serie de sucesos metabólicos que, en condiciones de 

estimulación excitadora crónica, desencadenaría la formación de los filamentos 

apareados helicoidales y las marañas neurofibrilares. 

Aunque resulta claro que la hipótesis anterior tiene el defecto de enfocar la muerte 

neuronal en la EA desde un punto de vista monocausal y que no explica todos las 

anormalidades neuronales encontradas, puede abrir la posibilidad de explorar algunos 

de los factores que, de manera concertada, actúan y alteran el equilibrio metabólico de 

las neuronas que finalmente mueren en este desvastador padecimiento. En el campo de 

la neurodegeneración en la EA quedan muchas preguntas sin resolver. Otro aspecto 

fundamental es el que se refiere al grado de alteración del tejido cerebral para que la 

demencia se manifieste. Datos que provienen de varios grupos de investigación parecen 

apoyar la hipótesis de que múltiples anormalidades neuronales ocurren 

concomitantemente con el desarrollo de los síntomas clínicos. El conocimiento de la 

secuencia de estos cambios neuronales y su impacto en las manifestaciones clínicas 
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pueden ayudar a conocer mejor el origen causal de la EA y sobre todo, a brindar mejores 

opciones terapéuticas para los ancianos en riesgo de padecerla. 
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