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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una entermedad progresiva que produce
demencia y se caracteriza por una serie de anormalidades estructurales en el cerebro,
de las cuales las mds importantes son la presencia de las marafnas neurofibrilares
compuestas por los filamentos apareados helicoidales, y los depésitos insolubles de la
proteina f3-amiloide (BAP) que conforman las llamadas placas seniles. Un aspecto
bioquimico importante para entender los mecanismos bdsicos que conducen a la pérdida
neuronal en !a EA se refiere a los cambios en las proteinas asociadas a los microtabulos.
Las proteinas tau y MAP2 estén involucradas en la formacién de las maranas
neurofibrilares, y ambas, consistentemente, se encuentran hiperfosforiladas. Esto ha
llevado a estudiar algunos mecanismos de fosforilacidn/desfosforilacion rel_ac':ionﬁa.dos, con
la muérte neuronal. En vista de que se conoce poco acerca 'd_e estos mecanismos y su
repercusion sobre la viabilidad neuronal, en la presente tesis estUdiész I§s efectos
celulares de a fosforilacién de proteinas tau y'MAPQ en cultivos de neﬁro‘nas corticales
y de astrocitos de rata y en una linea celular de ne_uroblas_tc)ma hufhano. utilizando un
agente inhibidor de fosfatasas 1 y 2A (el dcido Qkadaido). En 'eéte ttabaiO'enCOntramos,
que el.'aumento de fosforilacién de tau y MAP2 se asocia con déSestabiliZaciénv de los
microtibulos, retraccion de los proCesOs neuronales y neurodegeneracié'n. |
En vista de que la neurdtranémisién excitadora ha sidd imp'licvada én la EA,
decidimos estudiar los efectos de agonistas de glutamato sobre la proteina MAP2 y su .

relac.:ivén con la neurodegeneracion in vivo. Para esto se administrarb'n.dos drog'aézque |

: incrementan la trahsmiSiénv,excitador,a.'el dihidrokainato y el kainato, en el hipocémpb‘.de |
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la rata. El andlisis inmunocitoquimico para MAP2 mostré anue previamente a la
neurodegeneracion existe una retraccion de los procesos neurales y posteriormente,
conforme avanza la muerte neuronal, una redistribucion de la MAP2 hacia el soma v,
finalmente pérdida de la proteina.

Por ultimo, y con base en estudios previos que demuestran el efecto del péptido
activo 25-35 de la proteina 3-amiloide en la homeostasis de Ca®", se estudid la accién
de este peptido sobre la liberacion de aminodcidos excitadores en rebanadas de
hipbcampo de ratas jovenes y viejas. En este trabajo encontramos que el péptido 25-35
incrementa la liberacién de glutamato y aspartato en condiciones de despolarizacion
neuronal en animales jovenes como viejos.

De los anteriores hallazgos puede conluirse que: 1) la fosforilacion de las proteinas
MAP2 y tau induce desestabili_zadén del citoesqueleto y neurodegenéraciéh; 2) Ia
proteina MAP2 es un blanco susceptible a la excitotoxicidad por sobreactivacién de
receptores de ami'np dcidos excitadores y 3) el péptido activo 25-35 de-'la'proteinaf_-ﬂ-

amiloide puede potenciar la transmisién excitadora en animales jéven'es y vigjos.



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 B-amyloid protein (BAP) which are found forming the senile plaques.

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 selebtive inhibitor
of the protein phosphatase 1 and 2A, we induced increased phosphorylation of MAP2 and
“tau and we obéerved_ ea'rly cytoskeletal disruption and ultimately cell déath'_in primary rat
cortical neurons and astrocytes and in a human neurdblastoma cell line (MSN). |

On the other hand, the exc_itatdry neurotransmission has been implic:éted in some
neuropathological diseases includihg AD. We decided to studyvthe' effect of glutamate.
agonists, kainate and dihydrokainate. on MAP2 protein in the rat vhipp'oc'ampus Vin vivo. :
We foun-d that‘both drugs induced neuronal damage which was aSSOCiatéd With early',lo'ss',
of MAPE immu’no'reactivi'ty; As Neuronal damage progressed'._MAPz Was shiﬂed_from
~ dendrites to -»t.lhe neuronal soma and finally Waé lost.
| .S_orhe stUdies s’»ugg'est that BAP' and particularly the active peptide 25-35 .m'ay |

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



Ca®* dyshomeostasis. We found that 25-35 peptide pontentiated the K’-:induo.:ed release
of glutamate and aspartate from hippocampal slices in young and aged rat tissue.
From the above results we conclude that: 1) the phosphorylation of MAP2 and tau
proteins induces citoskeletal disruption and finally 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 BAP potentiate the excitatory

neurotransmission in young and aged animals.
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CAPITULO 1

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

Jorge Luis Borges

Introduccion

La muerte, como fendmeno bioldgico, ha ocupado gran parte de la reflexion
cientifica y ha estimulado el desarrollo de numerosos paradigmas experimentales para
tratar de conocer sus mecanismos m#s intimos. |

Son multiples los enfoques con los cuales se ha tratado de encarar el problema
de la muerte en general y su incorporacion en diferentes categdrfas ha condicionado su
estudio o andlisis desde diferentes y variados puntos de vista: d‘e‘ uné'aprOXimacién_ |
mitica o religiosa sobre su origen y sus consecuenciaé. al desarrollo, por.barte del -
diécurso cientifico, de hipétesis moleculares que explican la tendencia 'de Ia'.vida a evadir
el equilibrio termodindmico o el arribo inexorable al estado de_'m_éxima--entropia. :

Acotando el problema de la muerte en gener'al."e! estudio de la rhuehé celular ha -
permitido el abordaje cientifico de _'un sistema restringido donde se ha 'pretendido
_comprender_ algo acerca de los mecanismos queinic'iavnv, mantienen y finaimente
determinan la dete'nc_ién _de‘l 'prbceso vital, | |

Algunos efs_,tudios, consi},dera’n,el problemva de la muérte célular comb él_ resultadb
final de un prdce,’so' de .désarrollb‘y maduracién anatom'o-'fuhcional,. gene’t:icamehte‘

- programado. Otras investigaciones se enfocan a los acontecimientos que determinan la
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muerte selectiva de poblaciones celulares: mecanisinos de agresion externa o desajustes
que inducen dishomeostasia. Sobre esto ultimo existen numerosos ejemplos: la muerte
celular de ciertos dérganos sometidos al estrés resultante de procesos vasculares
obstructivos (isquemia), la muerte por intoxicaciones o infecciones provenientes del
ambiente, la muerte por autoagresion en las enfermedadés autoinmunes o la muerte por
privacion de factores quimicos necesarios para la supervivencia celular.

Para la neurociencia basica y clinica, uno de los temas de mayor interés es el de
la pérdida neuronal selectiva que ocurre en algunos padecimientos neuroldgicos como
la corea de Huntington, la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson,
la esclerosis lateral amiotréfica, entre otros. Estos procesos patolégicos comparten dos
aspectos comunes: 1) la degeneracion neuronal se inicia después de un periodo de
diferenciacién y funcién normales y, 2) sélo se afectan poblaciones selectivas de
neuronas.

- Muenrte por apoptosis vs muerte por necrosis

Son dos los mecanismos generales de muerte celular que se han descrito a la
fecha: la muene celular programada y ia muefte no programada o por necrosis. De_'ntro
del primer tipo de muerte existe una variedad que iiene una serie de cambios 'c,elula-res.
caracteristicds que han Ilevado a acunar el .'térm.ino de apoptosis.iAuijdue muchos
aut.ores usan'indistihtamente los términoS"apoptosis_" y "muelr'tevc‘:elular ;ﬁrbgrarﬁada“.
ambbs procesos son de hecho diféréntes. La muerte celular'prograrﬁada es un término'
funcional que describe la muerte celul'ar que ocurre de manéra horm'al' durainte' V_!a 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 morfoldgicos caracteristicos. Este tipo de muernte es unica, porque es
consecuencia de una "decision” tomada por la célula, basada en la informacidn
proveniehte del ambiente, de su propio estado metabdlico y de su estado de desarrollo.
Todas estas sefiales se integran en un mecanismo comun 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. Asi mismo, no todos los
ejemplos de muerte celular programada ocurren por apoptosis (Schwartz y cols., 1993).
Por el contrario, en varias condiciones patolégicas donde ocurre muerte celular no
fisiolégica y no apoptdtica, las caracteristicas morfoldgicas muestran un patrén de
cambios comunmente asociados con la necrosis. En este tipo de muerte la célula no
tiene elecciéon de morir pues ésta ocurre como resuitado de un estfm_dlo_"agresor qué
puede ser multicausal y que impide qUe' la célula puéda tomar su propi'a '_'deci's.ién“.

La muente celular programada se observa genéralmente. 'dura_hte el desarro'llo de
ofganismos cbmplejcs cuyo objetivo es el ajuste del nimero de poblaciones célUléres,
| que conformaran algun tejido, aunque también se ha 'd'escrito én el drganjsmo ad;iito bajo
ciertas condiciones patoldgicas y nopatoldgicas.. La apoptosis es un tivpd_;de 'mvuené )
R control'ada que escapa a la. re's"puestal inflamatoria y cUya secvuenciavdvev cambios
'histopatolégicbs consis_te en: cbndensacién de lacromatina en dérjsa's masas uhifdrmes;
aparicién de‘,prOtubé’ranCias intracitoplasmaticas con la membranavcelmarvsellada, o quve;__ :

B origina' la formacion de los llamados cuerpos apoptdticos; desaparicion de los cuerpos



apoptoticos por celulas adyacentes que los degradan dentro de los lisosomas (Russell
y cols., 1972; Matter, 1979, Bursch y cols., 1990).

Ademads del anadlisis morfologico que ha revelado cambios conspicuos en las
células que mueren por apoptosis, el analisis bioguimico ha logrado importantes
hallazgos sobre el control de este fendmeno. El aspecto bioquimico mas extensamente
estudiado es la fragmentacion del ADN nuclear que resuita, al inicio, en |la aparicién de
un patrén de bandas de 50-300 kb y mas tarde fragmentos de ADN oligonucleosomai
(Wyllie, 1980; Umansky, 1982; Arends y cols., 1990; McConkey y Orrenius, 1994).
Aunque todavia no se caraterizan completamente las endonucleasas responsables se
sabe que algunas de ellas son enzimas dependientes de Ca** y Mg** e inhibidas por Zn*'
y en mamt’féros las evidencias sefialan a la ADNasa I, una enzima que en muchas
células existe en un estado inactivado al formar.complejos con actina (Peitsch y cols.,
1993). Otro aspecto bioquimico interesante es la prevencion de la apoptdsis con
inhibidores de sintesis de proteinas, como la cicloheximida (Yamada yOhyama,' 1988):
sin embargo, la cicloheximida no previene la apoptdsis en toda_s las circunstahdias; Una_
| proteina especifica que se ha relacionado directame_hte cbn la apoptosis es la
transglutaminasa (Fesus y cols., 1987). Se ha demostravdov que esta enzima induce la
formacién de entrecruzamientos proteinicos responsables de la induccion y
mantenimiento de los cuerpos apoptdticos. Por otra parte, en la condensacion celular se
»ha’atribufdoun'papel}importante a cambios en las proteinas del citoesqueleto (Wyllie y
cols., 1980). |

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



que se activan debido a la participacion de genes particulares, muchos estudios se han
‘enfocado a la busqueda y caracterizacion de estos genes y sus productos.

La primera evidencia de que se requerian genes particulares para la induccién de
la muerte celular deriva de los trabajos pioneros de Horvitz y cols., realizados en el
nematodo Caenorhabditis elegans (Ellis y cols., 1991). Dos genes importantes se han
caracterizado en este vnema'todo, el ced-3 y el ced-4 (de las siglas en ingles cell death)
cuyas mutaciones inhiben el proceso de la muerte celular programada (Ellis y Horvitz,
1986). Mutacidnes 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
mamiferos se han descrito genes homdlogos como el bcl-2, cuya secuen’cia guarda
homologia con el ced-9 y se ha caracterizado como un regulador negativo de la muerte
celular (Tsujimoto y cols., 1985). Recientemente fambién se ha clonédo en mamiferos
un gen homalogo de ced-3 que codifica para una pkotefna Ilaméda.-ICE_ (cuyas siglgs del
inglés significan "enzima convertora de interleucina 16;. YUan y cols. 1993) que _és una
| proteasa de cisteina y cuyo .papel en la apbptosis pu.'diera'és'__t_ar kelaci‘onadb 'co'n 'Ia
actiyaciéri de ADNasa 1 al liberarla de su unién con Ia actina (V_aux' y cols., 1 994). Otros
genes de mamiferos cuya participacion en la apoptosis se _ha_démdstrédo sdn el 'vnurv7_7l'._

y el c-myc, y el p53, definido como un gen supresor dé tu,mo'requue' déti‘ene'a las céluias B

dUrahte el ciclo celular en ._Ia fase G1y también es inductor;de apoptosis por irradiacion
‘7 en timacitos (Clarke y cols., 1993). La figura 1 muestra u_n esquemé de las brcternaé. .

| in_trac_:eIUlakés que participan"en la m'uerte'célular programada.

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



Fn' '

¢. elegans Mamiferos Papel en Ia
muerte celular

CED-9 Bcl-2 preventivo opuesto Bax
? Bax promotor opuesto bcl-2
? Bel-x (largo) preventivo opuesto Bcl-x

- corto |

? Bcl-x (cor:c;) promotor opuesto Bcl-x
' | largo

CED-3 ICE promotor proteasa

CED-4 - ? promotor ?

Figura 1 Esquema que muestra las protemas mvolucradas en Ia
muerte celular programada.



caracteristicas son: hinchamiento o edema celular y de los organelos subcelulares,
condensacion irregular de la cromatina, dafio a la integridad de la membrana celular que
resulta en la liberacidn de enzimas proteoliticas lisosomales y desintegracion celular
(Trump y cols., 1981). La muerte por necrosis generalmente se acomparna de inflamacidn
exudativa y puede involucrar un gran nimero de células.

Hasta el momento se desconoce cudl de los dos tipos de muerte celular
predomina en las enfermedades neurodegenerativas, pero se ha sugerido que ia 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 continuacion se mencionan
y que comunmente se asocian a la neurodegeneracion o que contribuyen a la
citotoxicidad.

Factores comunmente asociados a enfermedades neurodegenerativas.

- Deficiencia de energia. E! SNC tiene una alta tasa de consumo de oxigeno y poca
capacidad para almacenar sustratos de alta energfa',' lo cual puede eXplicar su especial
vulnerabilidad ante diferentes age.nte-s agresores. Los ejemplos' mas evidentes de
induccién de muerte neuronél_ por privacion energética son, sin 'd_uda,‘ aquellos que se
originan por la faita de riego sanguineo o 'isquemia y pof la hipoglu,cemia. Ciertos casos
de neurotoxicidad por hormbnascomo los glucocorticoides tambien se pueden explicar
por la falta del suministro adecuado de glucosa a las células (Sap0|sky, 1986). En este
~sentido y con base en datos epidemioldgicos, se ha encontrado cierta asociacién éntre
la isquemia y’ el inicio de.cam,b'ios citotéxicos 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 | de la cadena del transporte de
electrones (Shapira y cols., 1990; Mann y cols., 1992), asi 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 disminucidon energética
crénica puede incrementar la vulnerabilidad de las céiulas ante otros agentes agresores.

Uﬁo de los hallazgos que sefala una asociacion entré defectos en la produccidn
mitocondrial de energia y muerte neuronal es el dato de que la toxina 1-metil-4-fenil-
1,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP) es un inhibidor del complejo | y causa lesiones
histoldgicas, bioquimicas y clinicas indistinguibles del Parkinson idiopatico, tanto en
humanos como en primates (Tanner, 1989).

A pesar de los datos experimentales en favor de los defectos de la -fosforilacidn
oxidativa en enfermedades neurodegenerativas, estos defectos no pueden_eXplicar la
relativa selectividad de la perdida neuronal en éreas cerebra_les pahiculares, Yy no esta
claro si son causa o consecuencia de la neurodegeneracion.

Radicales libres. La formacién de radicales libres y otras especies reactivas deoxl’ge’no |

es otra causa comun de dadno celular probablemente invOlu.crada enilapérdi'da neuronal_'-
asocuada a condiciones patolégtcas agudas y.crénicas. Aunque los radlcales hbres se
forman como una consecuencna normal del funcionamiento metabohco celular su
excesiva produccién o fallas en los mecanismos endégenqs de su eliminacién pUeden
incrementar su ’COrjcentraCién a niveles citotéxiébs. Existe evi:de'n.c'ia de qu,ev tasas

anormales de formacién de radicales libres o de sus productos, como peréxidos lipidicos



o malondialdehido, se producen después de ciertos periodos 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 superdxido (O,.) el perdxido de hidrogeno
(H,0,) y el hidroxilo ('OH). Estas especies reactivas pueden atacar quimicamente a
diferentes moléculas y alterar su funcion normal: oxidar ADN y causar mutaciones, u
ovxidar lipidos, dafar la membrana y aumentar la liberacion de aminodcidos excitotoxicos.
Las celulas poseen mecanismos protectores contra el efecto de los radicales libres, entre
los que estan, el a-tocoferol (vitamina E) que es un antioxidante hidrofdbico y que ejerce
su mayor efecto al donar hidrégenos a los radicales alkﬁxilos y peroxilos y proteger asi |
de la peroxidacion de lipidos; el dcido ascérbico (vitamina C) que.es un antioxidante
hidrofilico y el glutation, un tripéptido sintetizado intracelularmente y que én su estado
reducido elimina especies reactivas de oxigeno. Por otro lado, en las 'célulaé exi.ste'n
enzimas como la superdxido dismutasa'(SOD)', la catalasa y la glutatidn -pekoxidasa que |
- son responsables de Ia degradacuon de O2 y H, O | -

Varias enzimas del metabollsmo cerebral, como Ia monoamlno oxldasa la tlrosnnav .

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

actwidad al igual que Ia auto oxudacnon de - sustancias endogenas como el acsdo'v_
| ascérblcoylas catecolammas La formacnon de 6xido nitrico (NO) un segundo mensa;ero -
dnfusmle reacciona rapidamente con el O, para dar. peroxumtruto que a su vez se:'

transforma a OH Este rad:cal hldroxﬂo es una de Ias espemes méas reactwas Aunque

el HO Se . descompone lentamente hacia - OH esta conversaon se ace[era ‘



importantemente en presencia de Fe®* por la reacccidn de Fenton. La via de generacidn
de 'OH en presencia de metales pesados, probablemente interviene en la
neurodegeneracion observada en varios padecimientos. En la enfermedad de Parkinson,
la sustancia nigra pigmentada tiene una a'ta concentracion de hierro que puede favorecer
la formacién de radicales libres que acompanan 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 neurodegeneracion en donde se ha documentado la
participacion de radicales libres. Ademéds de los ya mencionados se pueden incluir: la
etapa de reperfusion después de isquemia cerebral que se asocia con €l inéremento de
aniones superdxido y la esclerosis lateral amiotrdfica familiar, en ldonde se han
demostrado mutaciones en el gen que codifica a la enzima | superéxidd dismutasa

dependiente de cobre/zinc (Roses y cols., 1993).

Acido qlutémiéo v Ca**, Numerosos estudios sugieren que sistemas_ qU;’micoé que |
normalmente participan en la émi_sidn_ o recepcion de sefales dentré' del SNC pueden
dlterarse y ser parcial o totalmente 'respohsables de ciertos tipos de patologfa neuronal,
incluida la degeneracion celular. Entre estos sistemas de COrhUnicécién Vintérne’uroha.l'. la
neurotransmisién eXcitadora y el dcido glutamico en particular,"pa‘recen déSempeﬁ‘ar.un

papel 'importante_ en la iniciacion y propagacion de_ la actividad epiléptica V:(V'Mel_d_rurh.,
1988), en la muerte neuronal que o.curre en la isquemia cerebral yil,a" hipogljicem_ia_‘
(Rothman. 1983)'.y en algunos Casosf de degeneracion célulér crénica (Lipton' y -
Ro_senbérg’, 1994). " |

El dafio cerebral excitotdxico caracteristico es de naturaleza postSinéptica. Ensu



superdxido peréxido de hidrégeno hidroxilo

Reaccidn de Fenton

. 3+
H202 + Fe2+ ———» OH + OH 4+ Fe

El fierro reducido es promotor de estrés oxidativo

. Oxido nitrico sintasa |
Arginina » Citrulina + NO°

DA -i-'O2 e Semiquihona? + 07 | + H*

Figura 2 Algunas reacciones del metabolismo que generan radicales
| libres o | - |



forma aguda, este daflo se manifiesta por edema focal de dendritas y cambios;
citopatoldgicos agudos como edema mitocondrial y del reticulo endoplasmico. En el tipo
crénico existe pérdida de interneuronas con preservacion de elementos presinapticos y
de axones de paso. Si bien el daio excitotdxico se puede producir por la activacion de
los tres principales receptores para aminodcidos excitadores: N-metil-D-aspartato
(NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-ixosazolpropionato (AMPA) y kainato, la activacion
del tipo NMDA, que se encuentra asociado a un canal de Ca*, favorece la sobrecarga
de este cation en el interior de las neuronas con la consecuente serie de sucesos
patoldgicos asociados.

La elevacién del Ca® activa gran nﬁmer’o de enzimas proteoliticas, puede generar
radicales libres e incrementar la salida de més neurotransmisores excitotoxicos.

Aunque una excesiva entrada de Ca®* a las células puede contribuir a la serie de
cambios membranales, citoplasmicos y nucleares qUe conducen a lla.neurotoxicidad.-pbr
si sola no parece ser suficiente para inducir muerte celular. Sin emba'rgo, el modo de
entrada del Ca® y su localizacién subcelular si son fenémenos criticos que determinan
la citotoxicidad (Tymianski y cols., 1993). | -

Los estudios so.bre las deficiencias en la producci_én. 'almacenamiento o utilizacién
de Ia energfa celular como la participa'cic'm de Ioé. radic_ale’s' librés y del glutamato |
~conforman las Iiheas de investigacion mds activas en el campo de la neurodegenerécién
‘aguda o crénica, ya que parecen ser los mecanismos génerale’s mas impdrtantes V'de
muerte celular en las dos,yér»siones» descritas para el organismbv adulto: la apopto'sis y

 la necrosis.
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Muerte neuronal por envejecimiento

L.os estudios demograficos 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
caracteristicas que las hacen Unicas en muchos sentidos. Este tipo de células tienen una
longevidad muy grande y ésto permite que presenten alteraciones particulares con la
edad. Las neuronas dafiadas o con alteraciones morfoldgicas o funcionales no pueden
reemplazarse pues no tienen divisiones mitdticas. Por otro lado, la gran diversidad de
tipos neuronales y su localizacion dxferencual dentro del sistema nervioso permite una
gama de alteracuones particulares para cada tipo celular y para algunas regiones del
cerebro. Sin embargo, todavia no es posible definir de manera preciéa, qué cambios en
el nimero o en la funcién de las neuronas se asocian directamente con la senéctIUd.

Se han descrito cambios regresivos de las dendritas y atrofia del soma neu_r'onal'
a lo largo de la edad asi como aparicion dle inclusiones citoplasmét‘icaquue puedenv_ |
alterar la funcién cerebral. Las neuronas de cerebros envéj'e'c.idcjs poseen avbundahtesv |
grénulos de lipofuscina. Este pigmento es una mezcla co’mbleja de ll’pidbs, 'protel'nas y
carbohudratos y un alto contemdo de enzimas hldrolltlcas como la fosfatasa ac!da que
hace pensar que se forman a pamr de llsosomas res:duales o degradados. La
acumulamon de lipofuscina generaimente se considera un signo de -degeneracién |
neuronal pero 6l mecanismo.por'} ol cual pueden morir las neuronas se déscdnocé.jMés‘, .

adn;v individuos viejos pueden tener un - alto contenido de este pigmento sin
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manifestaciones de dafio neuronal.

Existen otro tipo de inclusiones especificas y de cambios neuronales como la
degeneracién granulovascular, formada por vacuolas de nucleos densos aregentofilicos
y hematoxilinofilicos y positivos a la presencia de estructuras de citoesqueleto; la
degeneracidén neurofibrilar (de la que se hablara ampliamente mas 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 afos y se encuentran
formados por estructuras densas y ldminas concéntricas de material amorfo; los cuerpos
de Hirano, estructuras eosinofilicas forrhadas por actina y proteinas asociadas a actina
y observados tambien, .de manera esporadica, en individuos viejos. |

Sin embargo, como muchas de estas manifestaciones morfoldgicas asociadas ai
envejecimiento se presentan de forma exhacefbada en ciertos padecimientos
neurodegenrativos, ha sido dificil establecerla correlacién.causa-efec'to'entte los cam.b'i'os
debidos al envejecimiento normal y los que resultah de un .proceso_' 'pat_r'oldgi'cp.

Los cambios neuron_ales asociados con la edad no "es_capén a\algun'os‘de los |
cambios observados durante envejecimiento de un Orgamsmp COnsideradq'de mvavnvera |
integral. Por lo tanto, alguhas' de las preguntas sobre la re,percvuss'ivévn dé la s'enesceﬁcfia |
en la funcion .cerebral son preguntas 'due se han abordédo deéde el buﬁio de \kistavde
las te.orl’as generales aobre envejebimiento. |

En este sentido son muy.,imeresantes los experimentos realiza‘dosporﬂose e;ﬁ
1991, quien}. ha prvodu,cido cepas de moscas lon’gev'a_s qUe sdbreviven el doblé_.de laé

moscas normales. Estas cepas de Drosophila melanogaster son mds robustas que las
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normales y resisten mejor el estrés. Rose y otros investigadores, basados en teorias
evolucionistas, han suscrito la idea de que la senescencia esta programada en los genes
y que su manipulacion puede impedir el envejecimiento y consecuentemente la muerte.
Estos trabajos en Drosophila han mostrado que las moscas longevas poseen una version
inusualmente activa de la enzima CuZn superéxido dismutasa. La actividad de esta
enzima, como ya se ha mencionado, protege en contra del dafio oxidativo al neutralizar
los radicales superéxido. Por otro lado, se ha visto que otros cambios bioquimicos se
asocian a tasas elevadas de longevidad. Estos cambios inclu’yen’,mayor almacenamiento
de lipidos y mejor utilizacion de carbohidratos. En 1988 Johnson y cols,, repénaron
también un incremento del 70% en la longevidad de Caenbrhabdiﬁs elegans, derivado
de una mutacién del gen age-1 que resulta en un aumento imp'ortante en las actividadés'
de las enzimas superéxido' dismutasa y catalasa. De esta manera,_barece, qué. la
neutralizacién de radicales libres puede jugar un efecto protector y"re:gulad_or'de la
senescencia. Los radicalés libres inducen dafio en ol ADN (particmar'men@ en el |
mitocondrial), el cual se ha hipotetizado- como 'causa' impOrtahté.én a .géhesis de"'v
“padecimientos neurodegenerativos como la enfe}meda_d de P_ar_kihsbn y la'E.A.' Pch'r,v otro
klado.' como parte de la falla metabdlica, se ha encontrado un vivm;')vcrtahté inCrementb de
grupos carbonilo (que resultan de la oxidacion de proteinas) en fibroblastos extraidos de
pacientes con defectos ge'néticos que causan envejecimiento prematdrvo"tvales'como:la_
progerié y el $|’ndrome de Wer»n’er(Br'own,' »1992). | )

| A'pésar del gran progreso realizado porla ihvestigacién bésida'a_pgn’ir de esfudio._é o

'de células en cultivo, formacicdn 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
todavia representa para el investigador un campo de estudio incipiente. Un factor que
anade confusidn 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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Padecimientos degenerativos crénicos del

sistema nervioso central

Hipdtesis excitotoxica

Clorinda Arias

RESUMEN

Los aminodcidos excitadores desempedan un papel importante
en Ia transmisi6n sindptica. Este grupo de compuesios puede
aclivar mecanismos bioquimicos que llevan a la degeneracion
celular y a la muerte neuronal. Dado que un gran ndmero
de sinapsis en el sistema nervioso central utilizan amino4cidos
excitadores, se ha abierto un vasta campo para la investigacion
bésica sobre plasticidad y patologfa nerviosa.
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tituto de Fisiologfa Celular de la UNAM.
Su 4rea de investigacién estd relacio-
nada con el empleo de excitotoxinas para
fa mduccién de epilepsia experimental.

La bestia estd echada, indescifrable.
Se refunde, menos mal, en el iltimo
recoveco del laberinto,

Mireya Cueto
INTRODUCCION
L a muerte celular, uno de los fenémenos

biolégicos tal vez menos conocidos, ha
merecido una parte importante de la reflexion

- cientifica biomédica del siglo XX. Durante
este periodo han aparecido muchos trabajos

orientados al desarrollo de disefios y para-
digmas expenmenta.les que permiten exphcar
Sus causas y proponer estrategias terapéuticas
con objeto de retardar o controlar su apa-
ricion. a

Algunos estudios comndera.n el problema
de la muerte celular como el resultado final
de un proceso de desarrollo y maduracién
anatomo-funcional, genéticamente programa- -
do. Otras investigaciones se enfocan a los
acontecimientos que determinan la muerte
selectiva de poblacxones ‘celulares: ‘mecanis-
mos de agresion externa o desajustes de

los mecanismos homeostaticos inherentes a

un organismo. Sobre esto iltimo existen
miltiples ejemplos: la muerte de células por

~ intoxicaciones o infecciones provenientes del
ambiente, la muerte celular de ciertos drganos
sometidos al estrés de procesos vasculares

obstructivos (isquemia), o la muerte de gru-
pos celulares por autoagresion en las enferme—
dades autoinmunes. .

Para la neurociencia bdsica y chmca, uno
de los temas de mayor interés es el de la
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pérdida neuronal selectiva que ocurre en algu-
nos padecimientos neuroldgicos hereditarios
como la corea de Huntington, la demencia de
Alzheimer y algunas degeneraciones espinoce-
rebelosas. Estos procesos patologicos compar-
ten dos aspectos comunes: 1) la degeneracion
neuronal se inicia después de un periodo de
diferenciacién y funcién normales y, 2) so6lo
se afectan poblaciones selectivas de neuronas.

Numerosos estudios sugieren que sistemas
celulares que participan normalmente en la
emisién o en el procesamiento de seiales den-
tro del sistema nervioso central (SNC) pueden
alterarse y ser parcialmente responsables de
ciertos tipos de patologia neuronal, incluida
la degeneracidn celular. Entre estos sistemas
de comunicacidn interneuronal, la neurotrans-
misién excitadora y los aminodcidos que par-
ticipan en ella parecen desempeiiar un papel
crucial en la iniciacidén y propagacion de la
actividad epiléptica (Meldrum, 1988), en la
muerte neuronal que ocurre de manera aguda
en la isquemia cerebral transitoria y en la
hipoglucemia (Rothman, 1983; Simon y col,
1984; Rothman y Olney, 1986; Sanberg y col,
1986), y en algunos casos de degeneracion
celular crénica (para una revisién véase Chai,
1988; Meldrum y col, 1990).

El primer informe sobre los efectos neu-
rotéxicos de aminoacidos con funcién excita-
dora en el SNC fue presentado hace mas de
tres décadas por Lucas y Newhouse (1957),
al observar que la administracién sistémica
de L-glutamato (glu) causaba degeneracién
de las capas internas de la retina del ratén.
Diez afios mds tarde, estos hallazgos fun-
damentaron el desarrollo del concepto de
excitotoxicidad cuando Olney y col (1971)
vinculé 12 accién neurotéxica del glu con sus
efectos excitadores.

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

Tabla I

C Arias

aminoacidos excitadores (AAE) (Cotman y
col, 1988) y que existe correlacion entre la
excitacidon neuronal excesiva y la neurodege-
neracion (Coyle y col, 1981; Rothman, 1985;
Frandsen y Schousboe, 1987; Siman y Card,
1988). De hecho, la accidn excitadora es
obligada para que la toxicidad ocurra, ya
que compuestos andlogos de AAE que no
son excitadores, tampoco son neurotoxicos
(Na(l)ler y col, 1981; Lancaster y Wheal,
1982).

I. AMINOACIDOS EXCITADORES Y SUS
RECEPTORES

L os principales compuestos candidatos de
la transmisidn sindptica excitadora en el
SNC de vertebrados son los aminoicidos di-
carboxilicos L-glutamato y L-aspartato (Krn-
jevic, 1974; Curtis y Johnston, 197.1). Ademas
de éstos, se ha demostrado recientemente
la participacién de sus andlogos sulfinicos
y sulfénicos en modelos neuronales in vi-
tro, como las rebanadas de hipocampo y
el cultivo de células de cerebelo y corteza
cerebral SDO y col, 1986). Junto con estos
aminodcidos, otro compuesto, el acido qui-
nolinico (quin), es capaz de interaccionar de
manera selectiva con receptores especificos
de AAE. El quin es un metabolito enddgeno
que deriva de la via que produce nicotina-
mida a partir de triptofano y que se conoce
como via de la kinurenina. Tanto el quin
como algunos de los metabolitos involucrados
en esta ruta tienen efectos moduladores de
la neurotransmisién excitadora en el SNC.
(Lapin 1981; Stone y Connick, 1985). La
tabla I muestra los aminodcidos con actividad
excitadora y su concentracidn en el cerebro de
mamiferos. Existen también di-péptidos como
el N-acetil-aspartil-glutamato y su metabolito
el N-acetil-aspartato que parecen ser ligandos
endégenos de alta afinidad para el receptor al -

Aminodcidos excitadores en el SNC de mamiferos

Cerebro de rata

Concentracion (pmol/g tejido)
Cerebro de humano

Aspartato
Glutamato
Sulfinato de cisteina
Cisteato |
Homocisteato
Quinolinato

———

2.6 1.2
11.3 10.2
0.012 —
0.01-0.1 —
— ~ 0.0008

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

Estos compuestos con actividad excitadora
utilizan receptores especificos que se han
caracterizado mediante diferentes estrategias
experimentales, como las respuestas electro-
fisiologicas, los estudios de union al receptor
y los mecanismos moleculares del sistema de
transduccidn involucrado. Una clasificacidn
general divide a estos receptores en dos
grupos. Uno de ellos es el grupo de receptores
acoplados a proteinas G, con propiedades
metabotrépicas (Gundersen y col, 1984; Sla-
deczek y col, 1985; Sugiyama y col, 1987) ¥y
un segundo grupo de receptores operan por
apertura de canales catidnicos (Mayer y West-
brook, 1987; Watkins y Olverman, 1937).
Para este dltimo tipo se han descrito tres
subtipos principales: el N-metil-D-aspartato
NMDA), el kainato (AK) y el quiscualato
AQ). '

El receptor para NMDA es el mejor es-
tudiado hasta el momento ya que es el
inico para el que se dispone de antagonis-
tas competitivos selectivos. La activacion de
este receptor se asocia con un incremento
en la permeabilidad para Ca’t y Nat, y
es inhibida por Mg?t (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 enddgenos como el L-aspartato, el
homacisteato (Do y col, 1986) y el quinolinato
(Stone y Connick, 1985). Un tipo de mo-
dulacién importante para este receptor es el
que ejercen la glicina (Kleckner y Dingledine,
1988) y las poliaminas, como la espermina,
que favorecen la unién de ligandos al sitio del
NMDA (Ramson y Deschenes, 1990}.

Los acidos kainico y quiscuilico son de
origen natural y fueron aislados de alga
marina Digenea simplez y de la raiz de
la planta Quisqualis fructus respectivamente
(Takemoto, 1978). Los antagonistas para sus
sitios de unidn, disponibles actualmente, son
los derivados 6, 7-dinitro-quinoxalina-2, 3-
dionay 6-ciano-7-nitro-quinoxalina-2, 3-diona
(DNQX y CNQX% que, a concentraciones
micromolares, inhiben las respuestas al AK
y al AQ sin afectar las inducidas por NMDA
(Honoré y col, 1988; Blake y col, 19%8).

Los sitios de activacion de kainato inducen
respuestas mediadas por un iondforo de Na*
con un perfil de inhibicién y activacion por
farmacos similar al del AQ (Ascher y Nowak,
1988).
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Para el AQ existen dos tipos de receptores,
uno relacionado con la activacidn de canales
de Nat y un segundo tipo que promueve
el metabolismo del fosfatidil inositol con
formacién de inositol 1, 4, 5-trifosfato (1P3),
de diacilglicerol y la movilizacién de Ca?t
intracelular (Sladeczek y col, 1985; Sugiyama
y col, 1987). La respuesta al AQ medida por
activacion del jonéforo se potencia por Zn?*,
La figura 1| muestra esquematicamente los
tipos de receptores para AAE y el mecanismo
de transduccién propuesto.

A la luz de los datos disponibles recien-
temente deben hacerse dos cambios en la
nomenclatura anterior; el uso de a-amino-3-
hidroxi-5-metil-isoxazol-4-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,
J-dicarboxilato (ACPD) para indicar los re-
ceptores del AQ que inducen formacion de
fosfatidil inositol. Estos cambios se incluyen
debido al amplio espectro de acciones no
especificas que presenta el AQ, a diferencia
de la selectividad de efectos del AMPA y
el ACPD (Monaghan y col, 1989). Recien-
temente han sido clonados y localizados de
manera selectiva y abundante en el SNC,
cuatro tipos de cDNAs que codifican para

QUISQUALATO

Ng
——] PIR,
P4 " b
1P, 0AG
NMDA KAINATO
Na
Ca : No
Gii ' v _
—~
P ad In
Mg . :
pPcp

‘Figura 1, Uno de los criterios para la clasificacién de los re-

ceptores activados por amino4cidos excitadores es el sistema de
transduccién utilizado. En esta figura se muestran Jos tres tipos
de receptores del glutamato: N-metil D-aspartato (NMDA),

“kainato (KA) y quiscualato (AQ). Se han descrito dos subtipos

para el receptor dei quiscualato, uno que promueve la formacién

de inositoi 1, 4, S-trifosfato (iPg) (a); y olro que opera por

apertura de un canal catiénico (b). Abreviaturas: DAG, diacil-

glicerol; PIP4, fosfatidil inositol-4, §-bifoslalo; Gli, glicina; PCP,
feniciclidina.
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Tabla 11
Receptores de aminodcidos ezcitadores
Tipo de , ,
receptor Agonistas Antagonistas Funcion,
NMDA
sitio NMDA NMDA D-APS Asociada con
L-GLU CCP la plasticidad
L-ASP D-a-AA neuronal
IBO CGS-19755
sitio GLI GLI HA-966
D-SER KIN
7-CL-KIN
Ciclo-LEU
Canal PCP
TCP
MK-801
Ketamina
KA
KA CNQX Ha sido dificil
Domoato DNQX distinguir sus
QA efectos de los
| L-GLU del AMPA
AMPA - .
AMPA CNQX ~ Generacion del
QA DNQX componente |
L-GLU ripido del EPSP
LAP/ -
L-AP4
L-SOP ?
L-GLU
- ACPD
trans-ACPD
L-GLU
QA ?
I1IBO

Resumen de los ligandos representantivos para cada uno de los AAE recopilados por Monaghan y
col (1989), Abreviaturas: D-a-AA, D-a-amino-adipalo; ACPD, 1-amino-ciclopentil-1, 3-dicarboxilato;
AMPA, a-amino-3-hidroxi-5-metil- uoxawM -propionato; AP4 2-amino-4-fosfonobutirato; APS, 2.
amino-S-fosfonavalerato; ASP, aspartato; CNQX, 6-ciano-7-pitro-quinoxalina-2, 3-diona; CPP, 3-3
(2-carboxipiperazina-4-il) propil-1-fosfato; ciclo-Leu, ciclo-leucina; DNQX, 6,7-dinitro-quinoxalina-2,
3-diona; GLU, glutamato; GLI, glicina; IBO, ibotenato; KA, kainato; KIN, kinurenato; MK-801, .
' dnbenzoclcloheplcnclmina. NMDA, N-metil-D-aspartato; PCP, feniciclidina, QA, Quiscualato; SER
- serina; SOP, scrina 0. fmt’alo, TCP, L-(1- ucmlclclohml) piperidina, ,

receptores relacmnados con el receptor al
AMPA. Este tipo de abordaje molecular
abre grandes posibilidades para una mejor
comprension de los receptores de AAE en con-
~ diciones normales y patolégicas {Keinanen y
- col, 1990). La tabla II resume la clasificacion
actualizada de los tipos de receptores de
‘AAE, los ligandos empleados para su carac-
- terizacion, y la funcidén propuesta en el SNC.

CIL MECANISMOS DE Excrro'roncxmu |

A unque el glu tiene gran afinidad para los-
tres tipos de receptores de AAE, no ‘ha-
sido fcil demostrar su neurotoxicidad in rivo.
Aun evitando la barrera hematoencehllca.
con myeccwnes directas de glu en alguna

de las dreas del cerebro, se requieren altas
concentraciones para observar dano n*uronal o
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Mangano y Schwarcz (1983) encontraron que
la infusiéon de 0.5ul/h de glu durante dos
semanas directamente en el %ipocampo de la
rata no alteraba la funcién ni la morfologia
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 remocién
o recaptura que existen para este aminodacido
(Schousboe, 1981). In vitro, sin embargo, ha
sido mds sencillo observar su potencia toxica.
En cultivos celulares, la exposicion por 90
min a una solucién de glu 100uM induce un
dafio neuronal generalizado que consiste en
edema pericarial y dendritico, desintegracion
nucleopldsmica y citopldmica y colapso de
la membrana nuclear y plasmatica (Siman y
Card, 1988).

El dafio cerebral excitotdxico caracteristico
es de naturaleza postsindptica. En su forma
aguda, este dafo se manifiesta por edema
focal de dendritas y cambios citopatoldgicos
agudos como edema mitocondrial y del re-
ticulo endoplasmico. En el tipo cronico existe
pérdida de neuronas intrinsecas con preser-
vacién de elementos presindpticos y de axones
de paso. Si bien el dafio excitotdxico se
puede producir por activacion 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 distribucién particular de estos
receptores y de las propiedades bioquimicas
de las células blanco. Asi, estudios in vive e
in vitro sobre la toxicidad en el hipocampo
sefialan a las neuronas de la region CAl
como las mas susceptibles al dafio por AK
en correlacion con alta densidad de receptores
(Nadler y col, 1978). Utilizando técnicas
histoquimicas de distribucién de la enzima
NADPH diaforasa, en el cuerpo estriado se
ha sugerido que los sitios 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 dafio 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-
teristicas 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
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temporal, al dano edematoso agudo y a la
degeneracién cronica tardia (Olney y col,
1986; Maney y col, 1989) y desde el punto de
vista espacial, a la activacion de receptores
de NMDA o no-NMDA. El dafio edematoso
agudo se relaciona con la movilizacién de Na*t
y Cl™ extracelular y puede ser mimetizado
por otros agentes despolarizantes (Rothman,
1985; Choi y col, 1987). La apertura de
canales de Nat y la entrada subsecuente
de Ca?t y agua parecen ser los sucesos
responsables del hinchamiento celular en la
primera fase de excitotoxicidad. El segundo
componente que lleva a la degeneracidn ce-
lular, depende del Ca?t extracelular y de los
efectos toxicos que produce la entrada masiva
de este catién. La elevacién sostenida del
Ca’* citosélico es capaz de inducir desajustes
en varios procesos celulares, incluidos los de
generacion de energia (Siesjo, 1988). Esto
cobra particular importancia al demostrarse
que un nivel energético celular bajo, potencia
la capacidad neurotdxica del NMDA (Novelli
y col, 1988).

La elevacién del Ca?t citosdlico activa un
gran numero de enzimas proteoliticas, como
es el caso de la calpaina I, que se asocia con
los receptores de glutamato en hipocampo de
rata (Siman y Noszek, 1988). La calpaina I
degrada varias proteinas estructurales, inclui-
das la tubulina, la espectrina, las proteinas
del sistema de microtibulos, etc, por lo que
su participacion en la degradacion celular es
evidente. Otras funciones celulares que sufren
desajustes importantes son: el metabolismo
de los fosfolipidos, que puede llevar a la
generacion de Aacido araquidénico y a la
produccion de radicales libres citotdxicos; la
produccién de radicales superéxido por la ac-
tivacion de xantina oxidasa dependiente de la .
concentracion de Ca?t (Dykens y col, 1987);
la activacién de protefna cinasa C con movili-
zacién de Ca?*; y, finalmente, la activacién

- transindptica de numerosas vias nerviosas

al ser estimulada la liberaciéon dependiente
de Ca?* de diferentes neurotransmisores (al-
gunos de ellos excitadores), cerrdndose asi
un circulo de retroalimentacion positiva. La
figura 2 resume los sucesos activados por
Ca?t que se correlacionan causalmente con
la muerte celular. B
La participacién del Ca?t en el ciclo de
toxicidad, que inicia con la activacién sos-
tenida de receptores para AAE y que cul- -
mina en degeneracidon neuronal, se apoya en
miltiples evidencias. El receptor de NMDA
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Figura 2. Resumen de los sucesos postsindpticos propuesios
en relacién con la neurotoxicidad inducida por aminodcidos
excitadores. Esquema tomado de Rothman y Olney (1987).

se asocia directamente con un iondforo de
Ca?t, y puede ser la principal ruta de en-
trada excesiva de este catién (Murphy y col,
1987). Experimentos realizados en cultivo de
neuronas han demostrado que la exclusién de
Ca?t del medio extracelular ateniia 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 participacién del Ca?* en
la neurotoxicidad inducida por AAE. Algu-
nos trabajos niegan la participacién de este
catién, y atribuyen la muerte celular a la lisis
osmética que resulta de un influjo pasivo de
iones de Cl~ (Rothman, 1985; McCaslin y
Smith, 1988). |
Contrariamente a los efectos agudos indu-
cidos por la activacion sostenida de receptores
de NMDA, la exposicién al AMPA o al AK
es bien tolerada hasta por 30 min a concen-
traciones de 1 mM (Choi y col, 1988). Sin
embargo, con exposiciones mds prolongadas
estos compuestos son potentes neurotoxicos,
lo que sugiere que pueden desempeiiar un
‘papel sustancial en las degeneraciones neu-
ronales crénicas y que los mecanismos de
degeneracion inducidos por activacion de re-
ceptores de NMDA o no-NMDA pueden ser
fundamentalmente distintos.

III. AAE Y NEUROTOXICIDAD EN
ENFERMEDADES DEGENERATIVAS
CRONICAS
L a neurotoxicidad producida por AAE
puede estar involucrada en la patogénesis
de dos tipos de enfermedades del SNC: 1) el
dafio agudo que se observa en estados con-
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vulsivos prolongados, riego sanguineo com-
prometido, hipoglucemia y trauma mecdnico,
y, 2) el asociado a diferentes condiciones
neuroldgicas que se manifiestan como enfer-
medades degenerativas crdnicas. Aunque la
hipotesis que vincula los efectos excitotoxicos
de algunos aminodacidos 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 neuropatoldgicas raras se
asocian con deficiencias enzimaticas 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 degeneracion
amplia y generalizada de neuronas del SNC
y se asocia con niveles elevados del acido
L-cisteinsulfinico, 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 como un deterioro neuroldgico
progresivo que involucra al cerevelo y al
sistema motor, y se acompaiia de un nivel
eleg'a)do de glu plasmdtico (Plaitakis y Berl,
1982). -

A. Disfuncién glutamatérgica y
degeneracidn selectiva de motoneuronas

La asociacién entre procesos neurodegenera-

- tivos y alteraciones en el metabolismo del glu

fue descrita por primera vez en tres pacientes
con diagndstico de atrofia olivopontocerebe-
losa (AOPC)-(Plaitakis y Berl, 1982). Esta
enfermedad se manifiesta en la vida adulta y
se caracteriza por sintomas de ataxia cerebe-
losa, espasticidad y parkinsonismo. El primer
dato metabdlico alterado que se encontrd fue
una disminucién del 50% de la actividad de
la glutamato deshidrogenasa gGDH) en leuco-
citos y en cultivos de fibroblastos obtenidos
de los pacientes afectados. La GDH cataliza
la reaccion de interconversién de glutamato y
a-ceto-glutarato por un proceso dependiente
del dinucleétido de nicotinamida y adenina
fosfato (NADP). Concomitante con este de-
fecto enzimatico se encontré un incremento
del 100% del glu y una disminucién del a-
ceto-glutarato plasmadticos. Desde entonces,
se han descrito reducciones significativas de

GDH en varias enfermedades neuroldgicas

que comparten la atrofia miltiple de sistemas
neuronales motores (Plaitakis y Berl, 1984;
Konagaya y col, 1986; Hussain y col, 1989).
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Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de
que la degeneracién selectiva de dreas del
SNC que reciben aferencias glutamatérgicas
se debe a la exposicidn constante a concentra-
ciones elevadas de glu. Como ]a degeneracion
motora es la que predomina en los pacientes
con actividad reducida de GDH, y como
el glu sirve de neurotransmisor excitador
de vias corticoespinales, la posibilidad de
una alteracién metabdlica semejante se ha
propuesto para explicar otro tipo de de-
generacién motora conocida como esclerosis
lateral amiotréfica (ELA). Son ya varios
los estudios en pacientes con ELA que dan
evidencias en este sentido al encontrar {ndices
del metabolismo del glu alterados: niveles
de glu anormalmente elevados en plasma
y liquido cefalorraquideo; disminucién en el
contenido cerebral de glu y reduccion en el
contenido de glu, aspartato, N-acetilaspartato
y N-acetil aspartilgf)utamato 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 hipdtesis de que una alteracidn-

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.

B. Excitotoxicidad, ELA-PD y latirismo

Desde el siglo XVIII, la dieta de los indigenas

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 cémo los
habitantes la utilizaban para la elaboracién
de tortillas, y el procedimiento de “desto-
xificacién” que seguian. En esos escritos se
explica cdmo la “nuez” de la cicadacea se

sumergfa durante varios dias en agua que -

era renovada constantemente, y ¢cdmo el agua
de los primeros lavados resultaba extremada-
mente téxica para los animales. -

La prevalencia poco usual de un tipo de
paralisis 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
pardlisis como esclerosis lateral amiotrdfica,
y en 1961 se caracterizé en esta poblacion un
segundo sindrome neuroldgico endémico, lla-
mado complejo parkinsénico-demencial (PD).

* metilamino alanina) y
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El andlisis quimico de C ecircinalis revela
la presencia de varios glucdsidos, incluyendo
cycasina, y dos tipos de aminodcidos no
protéicos, entre ellos el a-amino-3-metilami-
nopropionico (4-N-metilamino-alanina o L-
BMAA). Este aminoacido posee propiedades
neurotoxicas, como ha sido demostrado en
macacos sometidos a administraciones orales
repetidas. La toxicidad se manifiesta por
signos de disfuncion de motoneuronas, al-
teraciones extrapiramidales y conductuales,
y cambios neuropatolégicos 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 tdxico y la aparicion de las
manifestaciones patolégicas 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 neurolé-
gico, caracterizado por paraplejia espastica
atribuida a la ingesta de la excitotoxina
exogena (-N-oxalilamino-L-alanina (BOAA)
encontrada en laleguminosa Lathyrus salivus,
en algunas partes del mundo (Spencer y col,
1986). La neurotoxicidad producida por la
L-BOAA se manifiesta de manera aguda o
subaguda, y puede establecerse con bastante
precision la relacién causa—efecto entre la

“ingesta del producto téxico y la aparicién de

signos neuroldgicos aberrantes. :

La actividad téxica del L-BOAA, evaluada
en explantes de corteza motora de ratdn,
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

CH -CH-COO™

| ) H-(}H-coo“
+ 2 .
H NH, H NH,
CH3 ICD
BMAA coo
BOAA

" Figura 3. Relaciones estructurales entre los aminoécidos no

: excitotéxicas: el L-BMAA (8-N-
cd L-BOAA (g-N-oxalilamino-L-
alanina),

protefnicos con propi
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la analogia 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
hipStesis neurotoxica. Sin embargo, la pre-
gunta de por qué el dafo ocasionado por
sobreexcitacion es selectivo, continia vigente.
Plaitakis 81990) argumenta que la vulnera-
bilidad selectiva reside en las propiedades
particulares de la inervacién de neuronas
motoras o en los factores asociados que
pueden potenciar esta inervacién, o en ambos.

El sugiere que uno de estos agentes poten-
ciadores puede ser la glicina, que ademis
de tener un papel en Eia. neurotransmision
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 NMDA.

C. Probable mecanismo excitotdxico en la
‘enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es un
padecimiento autosémico dominante caracte-
rizado por movimientos coreicos y demencia,
con deterioro progresivo y muerte entre los
15 y los 20 afos después de la aparicion de
los sintomas. Estudios genéticos han identifi-
cado el locus alterado en el brazo corto del
cromosoma 4 (Gusella y col, 1983). Las ma-
nifestaciones patoldgicas que se describen en

estudios postmortem en humanos se limitan

al SNC y se caracterizan fundamentalmente

por atrofia neocestriatal. La atrofia celular

sigue un curso progresivo y se han definido

Tabla II1

C 4‘171'(13

cinco estadios de severidad, del 0 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 mds sensibles son las
neuronas que contienen GABA/encefalinas
que proyectan al globus pallidus lateral, y
las que contienen GABA/sustancia P que
envian eferencias a la sustancia nigra (Reiner
y col, 1988). Las interneuronas de mediano
y de gran tamafno sin espinas se encuen-
tran relativamente preservadas, por lo menos
en los estadios tempranos del padecimiento
(Ferrante y col, 1985). Este iiltimo 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 patron de degeneracidon observado con
esta neurotoxina no mimetiza por completo
los aspectos histopatoldgicos y neuroquimicos
de la EH, este modelo dio la pauta para
establecer la hipdtesis de excitotoxicidad en la
patologia sefialada. En apoyo a esta hipdtesis,
Beal y col (1986) mostraron que la admi-
nistracion de acido quinolinico (quin), otro
agonista de receptores de AAE, que actiia
en el receptor de NMDA, reproducia, en un

- modelo animal, tanto el patrén neuroquimico

como los cambios histopatoldgicos de la EH.
[.a administracion 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 histoquimico muestra -
preservacion relativa de las neuronas que

contienen NADPH-diaforasa. Estos hallazgos,
sin embargo, no han podido ser reproducidos

Perfil neuroquimico en la EH y en las lesiones estriatales inducidas por

kainato/ibotenato y quinolinato

Sustancia L
. Neuroactiva EH AK/IBO QUIN
GABA/GAD | | , |
ChAT | | ? ?

- Dopamina - sC SC ' SC
Vasopresina s¢ sC sc
Somatostatina 1 ! sC
Neuropeptido Y ! l sC

| = disminucidn, | = incremento, ¢ = stn 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

cn el patrén neuroquimico por la inyeccion
intraestriatal de excitotoxinas.

- En estudios bioquimicos postmortem de,

tejido estriatal humano, se encuentran alte-
raciones metabélicas de la sintesis del quin
y del dcido kinurénico. Estas consisten en
un aumento de la actividad catalitica de
la enzima 3-hidroxiantranilico oxidasa que
sintetiza quin (Shwarcz y col, 1988) y una dis-
minucion de la sintesis del dcido 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 participacién de un mecanismo
excitador excesivo como factor involucrado en
el origen de la EH, el retardo en la aparicién
de la sintomatologia, la leata evolucién del
proceso y la localizacién preferencial de la
pérdida neuronal (zonas del caudado cerca
de los ventriculos laterales) (VonSattel y col,
1985), son caracteristicas que no pueden ser
explicadas fdcilmente ni reproducidas con el
uso de excitotoxinas en modelos animales.

La bisqueda de mecanismos inductores
de muerte celular selectiva en la EH con-
tinda, y recientemente se ha informado de
alteraciones en el complejo I de la cadena
respiratoria (oxidorreductasa NADH: ubiqui-
nona), que plantean la posibilidad de que
una disminucion progresiva de la actividad
de la cadena respiratoria pueda explicar la
expresion tardia de la EH. Las perturbaciones
en la actividad del complejo I pueden pro-

vocar la acumulacién de AAE, incrementar

la produccién de radicales libres altamente
reactivos y disminuir la sintesis de ATP
(Parker y col, 1990).

D. Disfuncién 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 nicleos
basales del cerebro anterior, algunos aspectos
de este padecimiento no han podido ser

~ explicados por la hipétesis de degeneracién

colinérgica, como la falta de correlacion entre
las eferencias colinérgicas ala corteza cerebral
y las dreas corticales con placas seniles y
neurofibrilares (Mesulam y col, 1986). Por
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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
neurotransmision cuya participacion se ha
implicado en las funciones cognoscitivas. En
este sentido, son interesantes los hallazgos de
una disminucion del mimero de receptores
de NMDA en neocorteza (Greenamyre y col,
1985). La disminucidon mads importante se
observa en las ldminas corticales externas y
en las regiones hipocimpicas CA1ly CA2. En
corteza cerebral, el total de la unién de glu se
encuentra disminuido entre el 35 y el 40%, y
la densidad de receptores de NM DA se reduce
aproximadamente un 60%. Esta reduccidn
parece confinarse al sistema de transmision
glutamatérgica, y no parece estar relacionada
con un efecto generalizado debido a la atrofia
cortical, ya que ni el receptor colinérgico
muscarinico ni el GABA/benzodiazepinico
se alteran (Greenamyre y col, 1987). Los
sintomas se desconexidn cortical, que repre-
sentan un aspecto prominente de la demencia
de Alzheimer, pueden explicarse por una
desaferentacion glutamatérgica. Las placas
seniles y neurofibrilares se concentran en
las zonas de terminales glutamatérgicas, asf
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 dendritico
de neuronas piramidales, que se inicia en las
espinas dendriticas (Scheibel y col, 1975).

Estos hallazgos, junto con otra linea de

evidencias que muestran 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 transmision excitadora puede
desempeiiar un papel importante.

A pesar de la aparente participacién del sis-
tema glutamatérgico, tanto en la patogénesis
como en las manifestaciones clinicas que se

resentan en }a demencia de Alzheimer, de-
Een disefiarse nuevas estrategias experimen-
tales con el fin de corroborar la hipdtesis de
neurotoxicidad. | |

IMPLICACIONES TERAPEUTICAS

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

" * portes en los-que se - seiialan 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 teodricamente, pueda
materializarse. En primer lugar, no se ha
determinado atln si el bloqueo de la trans-
mision glutamatérgica, en términos de la
eficacia para proteger contra la neurodegene-
racion, 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 prdctica
clinica para tratamientos agudos en otras
patologias, producen, como efecto colateral,
sintomas relacionados con la esquizofrenia
g}{oney y col, 1985; Huettner y Bean, 1988).

in embargo, como la mayoria de las sinapsis
excitadoras rapidas 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 lipofi-
licidad (lo que asegura un buen transporte
a través de la barrera hematoencefilica), y
gran efectividad para proteger los efectos
toxicos de los agonistas. Ejemplo de estos
compuestos son la ketamina, el dextrorfan y
el MK-801. Algunos otros antagonistas que
se estdn 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 crénico 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
fenomenos 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 drea vital de
exploracion con el fin de contar con anta-
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gonistas especificos. La reciente clonacién de
enes relacionados con los sitios para AMPA
%Keinanen y col, 1990), puede ser el peldaiio
inicial para la obtencién de tales antagonistas,
Ademas de] uso de antagonistas de recepto-

" res de la transmisién excitadora, pueden em-

plearse otras estrategias para la modulacion
de las sinapsis que utilizan AAE. Es posible,
por ejemplo, manipular presindpticamente las
neuronas glutamatérgicas con el fin de reducir
la tasa de sintesis o de liberacidn del glu. Los
antagonistas de adenosina, la cual reduce la
liberacion de neurotransmisores en una gran
variedad de sinapsis (Corradetti y col, 1984),
son eficaces para disminuir in vivo el dafo
neuronal por hipoxia (Evans y col, 1988).
La disminucién en la biodisponibilidad de la
glutamina, que a su vez reduce la sintesis de
glu, es una maniobra que también ha probado
ser util para reducir el dafio neuronal por
hipoxia (Goldberg y col, 1988). El uso clinico
de aminodcidos 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 fisiologicas (Plaitakis y Shas-
hidharan, 19882. Por iltimo, puede postularse
otro tipo de efectos neuroprotectores con el
uso de inhibidores de sucesos postsindpticos
determinados especificamente por AEE: los
esteroides 21-amino, que inhiben radicales

libres inductores de lipoperoxidacién (Braug--
hler y col, 1987) y los ganglidsidos que

inhiben la translocacién de proteina cinasa C
(Vaccarino y col, 1987). |

Combinaciones farmacoldgicas sinergistas
podrian ofrecer posibilidades terapéuticas adi-
cionales que permitan mayor esperanza de

~vida y condictones de existencia mds digna

para los pacientes con enfermedades neuro-
degenerativas.

CONCLUSIONES

L os AAE pueden actuar como excitoto-
Xinas capaces de causar neuropatologia
selectiva cuando se excede la concentracién
normal en el espacio sindptico. 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 hematoencefalica o
de desajustes en los mecanismos sindpticos
de liberacion o recaptura. Las biologias mo-
lecular y celular de la transmisidn excitadora
siguen intrigando a los investigadores de esta
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drea y siguen estimulardo el desarrollo de
estrategias experimentales que puedan llevar
a correlacionar los procesos normales que
involucran AAE, tales como la maduracidn
(Aruffo y col, 1987) el crecimiento neuro-
‘nal «(Mattson y,.-col 1988) y la plasticidad
(Collingridge y Bliss, 1987), con los meca-
nismos responsables de la etc:totomc:dad
¢ Es la excitotoxicidad la expresidn exagerada
de un mecanismo natural de seiialamiento
nervioso que involucra un elaborado sistema
de segundos mensajeros? ;Puede representar
el desajuste de un mecanismo de seleccién
neuronal necesario durante los procesos de
crecimiento y de desarrollo?

Estas son algunas de las interrogantes que
deberan ser contestadas con objeto de profun-
dizar nuestro conocimiento sobre el fenémeno
de la muerte neuronal, y asi aumentar las
expectativas de disponer de herramientas
terapéuticas que nos permitan influir en este
poco conocido fendmenao, y en la medida de
lo posible alterar su, hasta. ahora, inexorable
curso.
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Lxcuatory amino acids play a crucial role in synaptic transmis-
sion. These compounds can trigger neuronal degeneration and
cell death. Given that excitalory amino acid-synapses comprise
the vast majority of synapses, new avenues for multidisciplinary
study not only in plasticﬂy but also in pathology have cmcrgcd'
recently,



CAPITULO 1l

La muerte neuronal en la Enfermedad de Alzheimer.

La EA como entidad clinica surgid a raiz de los estudios histopatoldgicos del
médico aleman Alois Alzheimer realizados hacia 1906 en una mujer de 51 afos, fallecida
después de cuatro afios de evolucién de un cuadro demencial. Entre los signos y
sintomas sobresaliente se encontraron pérdida de la memoria, desorientacion en tismpo
y espacio y deterioro cognoscitivo progresivo. En el andlisis anatomopatoldgico, utilizando
métodos de impregnacion argéntica, se describieron pbr primera vez las maraﬁaé
neurofibrilares como elementos asociados. Actualmente, todos Ios_ estados demenciales
que en el andlisis histopatoldgico cursan con marafas neurofribrilares y placa's seniles,
descritas por primera vez por Bloq y Marinesco eh 1892, se diagnostican como EA,
independientemente de la edad de inicio. |

La EA es la forma m4s comtn de demencia en individuos mayores de 60 afos ‘y..
ciertamente, uno de los padecimientos degenerativos del SNC mas dévastadores. ‘C_.on
el avance de la medicina moderna la expectativa de vida 'd'e |o$sereé hUmanos va eh
auménto, y por esta razén el pr'oblemade la EA se haCevcada vez mésvimportante ya
QUe'su prihcipai fact_or de riesgo se asocia al.envejecimiento. El estudio 'prospecti\)o sobre
“Envejecimiento en el Bronx" (Aronson y cols., 1991), ihiciado en 1980,'h1uestra que la
| frecuencia anual de la demencia alcanza un 6% en individuos mayores de 85 aﬁoé.‘.Eh |
dtros' analisis ,ep'idemiolé"'gicos se menciona que aproximadamente el 11% de ‘loé |

individuos de més de 65 afios 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 Alzheimer y se calcula que para el afio 2,000 el nimero de
pacientes se habra duplicado. En México no existen estudios estadisticos rigurosos en
este sentido, ya que para 1990 se registraron unicamente 111 defunciones por EA. Sin
“embargo en otros analisis estadisticos 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 metabdlicos que pueden cursar con demencia sin pertener al tipo
de Alzheimer. |
Cuadro Clinico. De acuerdo con el Manual de Diagh'éstico y Estadu’stica_ (DSM-IH-R)
de la Asociacion Americana de Psiquiatria, lbs criterios para el diagnésticode demencia
incluyen la evidencia demostrable de pérdida de la memoria asociada con deterioro de
alguna otra funcion cognoscitiva o con cambios en Ia personalidad. Los criterios de la
Clasificacion Internacional de Enfermedades (ICD-10) para el diagnéstibo presuntivo de
EA se basan en la aparicié'n insidiosa de uh cuadro demen.cial y detérioto Vintelect‘u'al
lento, en ausencia de otra enfermedad cerebral o sistémica. S.eg.un el ICD-1 0, se requiere
una evolucion de los sintomas de a.l menos 6 meses y en ‘grado sufiéienté para impedir
el deSempeﬁo de las actividades habituales.

La demencia en la EA se manifiesta principalmente por una profunda pérdida de
la memOria, disminucidn en la capacidad para realizar tareas rutinarias, altevracion'es' del
juicio', deSorientacién; cambios en la personalidad, dificultad para aprender y' pérdida de

patrones lingUisticos. Estos signos y sintomas 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
metabdlicas

Demencia asociada a enfermedad
cerebrovascular

Enfermedad de Parkinson
Enfermedad de Cuerpos de Lewy
Paralisis supranuclear progresiva
Enfermedad de Huntington
Degeneraciones subcorticales
Degeneraciones corticales
Esclerosis lateral amlotréhca |
Enfermedad de Hallervorden-,Spatz

Enfermedad de Wilson

'Enfermedad de peroxisomas

Enfermedad de lipoproteinas
Lipidosis de origen desconocido
Encefalopatia con acidosis ldctica |
y episodios cerebrovasculares (MELAS)
Leucodistrofia metacromatica S
Enfermedad de Lafora

Infartos cerebrales multiples

Atrofia cortical granular

Estado lacunar con infartos qu:stucos
Enfermedad de Binswanger
(ateroesclerética)

Leuco-Araiosis (ateroesclerétlca)
Angiopatla amiloidea



se caracteriza por pérdida de la memoria a corto plazo, pérdida de la memoria
topogréfica y desorientacién en tiempo y espacio. En la etapa dos hay un deterioro
marcado de todos los aspectos de la memoria, ademds de disfasia, dispraxia (debida a
dario del 16bulo 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 psicético. En la tercera y Ultima etapa el deterioro intelectual es severo y el
paciente pierde todo contacto con el mundo que le rodea, no ‘réconoce a sus familiares
e incluso puede no reconocer su propia imagen frente al espejo. Hay aumento del tono
muscular, incontinencia de esfinteres y caquexia. En esta tercera etapa el paciente se
enbuentra prdcticamente descerebrado. La muerte suele ocurrir en un plazo de 6»a 12
afios una vez iniciada la enfermedad. |

Desde un punto de vista molecular y bioquimico existen grandes avances sobre
el cono¢imiento de la EA, aunque el evento patogénico clave que conduce_ a_iédemenciva
aun sea un misterio. Los estudios més recientes sobre los cambios patolégicos S’ugierén
que, funcional y estru,cturalménte, la EA involucra alteracioneS‘predomihéntémevhte'de
la cbneza cerébral,_ aunque las zonas de lesion parecen afectar’selectivémente ciertas '.
po'blaciones neuronales y se ha encdntradq cierta distribucié’nv ',Iaminar'y: Vespecif‘icvidéd
regional y de conectividad alteradas. 'l__o anterior lleva a la conclusién impdrtanie de la
existencia'de.diferehtes grados de vulnerabilidad neuronal en lva'EA (Morrisbn. 1993, ver
tab:la 2) .

‘Los dos marcadores histopatoldgicos cldsicos de la EA son las placas seniles y
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TABLA 2. Caracteristicas morfoldgicas y neuroquimicas que se asocian con una
mayor vulnerabilidad o resistencia en la Enfermedad de Alzheimer

Tipo neuronal Marcadores neuroquimicos Vulnerabilidad/resistencia
Células
Piramidales Subtipo de receptor a GLU
Kainato/AMPA Muy vulnerables
Neurofilamentos no fosforilados. |
MAPs | ~Vulnerables
Calbindina | Vuinerables
Superdéxido Dismutasa Cu/Zn Vulnerables
Proteina cinasa Ca**/calmodulina -
tipo Nl | - Vulnerables
Otras cinasas - - Muy vulnerables
Interneuronas I | | - =
Dobte ramiliete Calbindina/somatostatina Resistentes
En canasta Parvalbumina - Resistentes.
Bipolares Calretina | ‘Resistentes
Otros tipos ~ Calbindina | Vulnerables
| | Somatostatina - Vulnerables
Somatostatina/NADPH/ L
neuropéptido Y - Muy resistentes

Sustancia P Muy vulnerables



marafas neurofibrilares. Las placas seniles consisten en grupos de neuritas distroficas
v procesos celulares gliales que rodean un nucleo de proteina amiloide, y se localizan
principalmente en dreas de la neocorteza, el hipocampo y la amigdala. Las marafas
neurofibrilares son depdsitos anaormales de proteina intraneuronal que se ensambila
formando los filamentos helicoidales apareados (FHA), que pueden encontrarse en las
mismas dreas que las placas y en regiones subcorticales como el nucleo basalis de
Meynert, el locus ceruleus y el nﬂc!eo dorsal del rafé. Ademas de estos dos rharcadores
clasicos, se han descrito otros cambios patoldgicos asociados con la demencia, como la
pérdida neuronal masiva que principalmente involucra regiones de la formacion
hipocampal y la neocorteza.

Nilas marafias neurofibrilares ni Ias placas seniles son elementos hiStopatolégicOs
exclusivos de la EA. Las maranas neurofibrilares,sé observan er'i otros padecimientos_
neurodegeherativos. como en el complejo deménci'al Parkinsdnico de G_uarn, la demehcia
pugilistica, el Parkinson postencefalitico, el sindrome de Down en adUl_tds_ y en peqUeﬁa |
proporcion en padecimientos menos comunes como la panencefalitis esélerovsantve_ c
subaguda, la enfermedad'de Hallervoden-Spatz y la _enferrhedad :n_ét‘irdvis'c”e'vralvj por
alma_cenamiento de lipidos. A diférencia de las maranas neurvo'fibrilares, ‘que se asvocvian
siempre a n'eurodegeneracién patoldgica y nunca se ven en animales, las placas seniles
| pué'deh observarse de manera abundante en individuo‘s’anciarios.no demenciadoS y en |
a’l’gu\nas, ‘espeCies animales partiCUIéfm,ente en 'primates. Estudios recientes han
derh'ovs_travdvo que én sujetos no demenciados, Ia'presencia-de placas seniles no" se é,st;cia |

a neuritas distréficas con inclusiones de FHA (Blessed y cols., 1968; Katzman y cols.,
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1988; Kowall y Kosik, 1987). Estos datos apuntan hacia la participacion de las
alteraciones del citoesqueleto como el evento causal directamente involucrado con la
muene neuronal en la EA.

A continuacion se presentaran algunos de los estudios mas recientes sobre
alteraciones de ciertos mecanismos bioquimicos involucrados en la muerte neuronal en
la EA,

Neuropatologia Bioquimica

Papel del citoesqueleto en la neurodegeneracion.

El citoesqueleto neuronal esta formado por una densa red de protes’nas fibr:ilarles
que provee de una trama molecular a las neuronas para dar'les-‘soporte y. definir su
torma. Por sus daracteristicés' estructurales dinémic'as,' elldimesqueleto permite a Ias
neuronas experimentar cambios dramaticos ante una gran variedad de estfmmos y se
relabiona estrechamente con procesbs de desarrollo, plasticidad, env'ejecimieh'tovymuérte
(Daniels.l 1‘972; ‘Black y Greene, 1982: Dinsmoré an_d‘Sol.om‘on.. 1 991:"Mat5umaya y |
Jarvik, 1989). Una gran variedad de proteinas sé encuentran formando par,tev de esta red |
rholecular permitiendo 'él arreglo de tres tipos vde ‘estrdcturas p‘rinc'ipales':v los |
microfilamentos, los neurofilamentos y los microtibulos (tabla 3).

En mamiferos, los 'neurdﬁléméntos eStén compuestos por tres subunidades |
p'rote_icas'_ q_ue, con "bays»e en su movilidad electroforética, se han designado'corrio
'nQUrofilarhentos pesadds', mvediovs y Iigeros. cuyas masas molecullares son,h |
‘respectivamente, de 200, 168 y 70 kDa. Aparﬁr del uso de anticuerpos mohoclonales. |

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

TIPO

MICROTUBULOS

(25-29 nM diametro, formados por
polimeros largos de dimeros de
tubulina. Localizados en axones y
dendritas. Funciones de soporte,
transporte, crecimiento, division
celular,

NEUROFILAMENTOS
(10 nm diametro,
localizacién principal

en axones. Principal
soporte para la neurona).

MICROFILAMENTOS =~
(5-7 nM didametro, son polimeros

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 proteinas
estructurales como la fodrina.

PROTEINAS CONSTITUTIVAS

oy 3 tubulina
MAPs (proteinas asociadas)

NF-H (pesados) 200 kDa

'NF-M (medianos) 168 kDa

NF-L (ligeros) 70kDa

Actina -




mientras que en los cuerpos celulares y en las dendritas practicamente no contienen
fosfato (Schwartz, 1985).

Los microtubulos parecen ser las estructuras del citoesqueleto cuya alteracion
bioquimica 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 proteinas
que componen Ioé neurofilamentos.

Los microtibulos son estructuras tubulares cuya unidad monomerica es la tubulina,
un heterodimero formado de dos proteinas globulares flamadas «- y - y una cantidad
importante de proteinas asociadas (MAPs). Los micrOtubu_los se relacionan
funcionalmente con .los neurofilamentos y estan implicados en varios aspectos de la
fisiologia de las neuronas, incluyendo la division celular, la motilidad, el crecimiento de
axones y dendritas, el mantenimiento de la morfologia neuronal y el 'transport.e de
diferentes componentes citopldsmicos (Vale y ,C_O'S" 1985; Matus. 1990). Lo'smic'rotub.ulos
son estructuras inestables, dindmicas, que crecen y se retraen consténtemente. Ungran
numero de datos experimentales sefialan que el papel de las MAPs se relaciona con el
mantenimiento de la estabilidad de los microttibulos en axones y déndritas.v y por lo
mismo, se ha sugeridb su papel como factores determihantesdevvla forma neuronal yde
la regulacion del balance rigidez/plaéticidad dé los procesos néuronales (Matus, 1988).
Algunas de estas MAPs son espe»vcn'ficas de neuronas y estudios bioqufmibos e
ihmundlégicos han identificado a la MAP1, 'lév MAP2 y la tau como las mds importantes
en mamiferos adultos. La MAP1 se localiza en dendritas y axones; la MAP2 eh'éomas - |

'y dendritas vy la tau es casi exclusivamente un marcador axonal. La presencia de MAP2
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o tau en las neuronas tiene repercusiones morfoidgicas interesantes. Por ejemplo, el
espacio entre los microtubulos 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 desarrolio, estas
proteinas ejercen un papel importante en la estabilizacidn de ios procesos nuronales que
emergen detras del cono de crecimiento y permiten que los microtibulos se encuentren

en un estado mucho menos rigido (figura 3).

En el cerebro de pacientes con EA el citoesqueleto de un gran nimero de
neuronas se desagrega progresivamente y se reemplaza por haces de FHA. Estos AFHA
se asocian, produciendo las maranas neurofibrilares que se localizan principalmente en
el cuerpo neuronal, llenando casi todo el citdp_lasma de las células afectadas (lgbal y
Grundke-lgbal, 1991). Acumulaciones de los FHA también se observan enlas neuritas
distréficas que rodean los acﬁmulos extracelulares de proteina amiloide de las placas
neuriticas (seniles). Una tercera localizacién de los FHA ocurre en n_euiritasy en 'el
neuropilo de la corteza telencefalica, formando los Ilamados hilillos de neuropilo ('figu'ra -
. | o -

Los estudios sobre la composicion bioduimic_a de los FHA '.s'e'hah d'ificultado'ypc,'r |
su escasa solubilidad en fdete_rgentes y su gran 'resisiencia a la proteé'lisis. Los v‘
_.pr'ocedimientos convencionales para el estvudio molecular de los VFHA combinan su
extraccion de fracciones de tejido crudo obtenido de individuos fallecidos con EA, la
digestién con proteasas y su ulterior separaciéh 'por cehtrifugacién en gradientes de

sacarosa o CsCl. Debidovv‘a la dificultad para extraer FHA muy purificados, atn no se

21



Proteinas asociadas a microtibulos

MAPs
Embridn nacimiento 5d 10d 15d Adulto
1a - ———
5
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2a  —

2b
2c [ s

Tau j —_ - - — | —_—

Tau a

Figura 3 Representacién diagramatica de los 'cambios y
- abundancia de las diferentes MAPs durante el
- desarrollo del cerebro de Ia rata. N

El grosor de la linea representa la cantidad
relativa de estas proteinas en cada etapa del
desarrollo.



conoce perfectamente su composicidon bioquimica (Greenberg y Davies, 1990). Sin
embargo el patrén de polipeptidos y su inmunorreactividad cruzada sugieren que la
proteina tau forma parte importante de su composicidon (Delacourte y Defossez, 1986;
Grundke-Igbal y cols., 1986; Wischik y cols., 1988). Asimismo, se han podido secuenciar
fragmentos de otras proteinas 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 proteinas es para su ulterior degradacién (Mori y cols.,
1987). |

La tau como marcador molecular de la EA. La protel’na asociada a microttibulos tau
pertenece a una familia de proten’nas heterogéneas derivadas de un gén’ que, por
procesamiento alternativo del AHNm, gehera 6 isoformas en el adu|to -normal,cdyOS |
pesos moleculares oscilan entre 45 y 68 kDa (Francon y cols., 1982; H.im_mle_r__, 1989). La.
tau se ha considerado un marcador importante en la EA, en virtud de__'qu_é os el p'rihbip_él
compbnénte bioquu'micQ encontrado en los FHA. En estas eStrUCt_u_'rasv,;la‘ tau,"que'
nofmalmente clontien'e 2-3 moles de fosfato, aparece hiperfosforiléda_. con 5-9 'mVOIe‘s de
| fosfato por mol de tau. Todas las isoformas de tau aisladas de Cerebros de péc’ientes con
EA contienen mas fosfat_os que las 6 isofo_rm_.as normales (Goedert ycols;, 1992). VAuane
~todavia es materia de controversia, las isoformas anbrmales de tau parecéh idénticas en
compOSiCién y s'ecu,encia’ de’aminoécidos al grupo de prdteu’nas especfficas de ia EA,
denom'inadas cvole»c:;}t»ivamen'tvevcpmo A68 (Lee y cols., 1991). La AG8B difieren de la t'au" dél
adulto normai con respécto al gradov y a los sitios de fosforilacidn, que anentan su

m_ov'ilidad electroforética en geles de polacrilamida. Se ha identificado hasta el momento
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-fosforilacion
anormal? ERAGMENTOS DE NEURQPILO

N TAU -procesamiento /
ARNm? | // /

-otras /

modificaciones? ///

A68 = FAH

MICROTUBULO ESTABILIZADO
EN PRESENCIA DE TAU

Figura4  Modelo hipotético de la formacion de los filamentos apareados
— “helicoidales (FAH). La tau estabiliza a los microtdbulos y en
- condiciones patol6gicas puede transformarse en la proteina
- 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 aminodcido serina, como uno de los sitios de fosforilacion
anormal de la proteina tau extraida de los FHA (Bramblett y cols., 1993). La produccién
de proteina A68 (tau modificada) disminuye enormemente su capacidad para unirse a
los microtibulos precisamente en aquellas regiones del cerebro que contienen niveles
altos de A68 y numerosas lesiones neurofibrilares. Esto ha sugerido una relacion
precursor-producto entre tau y A68.

La proteina tau promueve, en condiciones normales, el ensamblaje de los
microtubulos (Cleveland y cols., 1977). EI mecanismo pbr el cual se favorece la
polimerizacién de la tubulina involucra aspectos estructurales y bioqus’micoé. de_ la .tau,
como la presencia de dominios de secuencias repetidas de aminodcidos (que se conocen
como sitios de union a mibrotdbulos) y su grado de fosforilacidn (Butner y Kirschner,
1991). Por ejemplo, la proteina tau extraida de ce_‘rebros fetale_s_cdntiéne_ solo tres
dominios repetidos de union a mic’rotﬂbulos’ Y ho SG une con tanta efic-:iénci'a'como la del
,adulto que contlene cuatro de estos dommuos El papel del grado de fosfonlacuon de Ia'
protelna es menos claro lo mismo que los amunoacudos mvolucrados Es posnble que”
algunos de los sitios de fosforllaclon anormal que aparecen en Ia protema A68 sean smos
de fosforilacién normales en la tau fetal Esto es, que la fosfonlac:on anormal de Ia tau -_
de cerebros con EA en Ia serina 396 recapltule Ios cambuos de la tau durante etapas
tempranas del desarrollo (Bramblett Y cols 1993). | |

EI uso de antlcuerpos monoclonales dirigidos contra epitopes especuficos de |a_
protema tau ha permltldo conocer mucho acerca de los cambtos bloqmmlcos que ocurren

en esta proteina en la EA. Asu por e]emplo se ha determinado que Ios dos tercios del‘
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segmento carboxilo terminal corresponden al fragmento de tau integrado al nucleo de los
FHA a través de sus dominios repetidos. El anticuerpo monoclonal denominado 423
identifica especificamente una ruptura en la tau integrada a los FHA en el residuo 395
del dcido glutdmico (Novak y cols., 1989). A partir de este hallazgo, resulta plausible
pensar que la hiperfostforilacion de la tau no es la unica alteracion que influye en ia
disfuncion de esta proteina en la EA, sino que su ruptura, inducida probablemente por
ciertas proteasas también es importante (Novak y cols., 1993).

Entre los énticuerpos monoclonales producidos a partir de fragmentos aislados de
los FHA es digno de mencidn el Alz-50, decrito en 1986 por Wolozin y cols., que fue uho
de los primeros utilizados para el marcaje inmunohistoquimico de las mafaﬁas
neurofibrilares y con el cual originalmente se describid a la proteina tau modificada como
proteina AG68. Sécciones de cerebros obtenidos de pacientes, tefiidos para
inmunohistoguimica con Alz-50, muestran, sin embargo, que el gruesb del teﬁido nb se
encuentra exactamente en las maréﬁas neurofibrilares sino en los‘pr'oceso.s neuronales.j
Este hallazgo concuerda con la hipétesis de que no solo Ia hiperfosforilacién de la tau
desencadena los mecanismos que finalmente conducen ala muerte neurohal. Es posible |
twe el incremento de fosforilacién que se ha descrito para otras provtél'nas", como la MAP2
'y los neurofilamentos de alto peso molecular, represente un evénto géneral dé alterabién ~
metébélica que conduCe a la neurodegeneracion. Es asimismo pfobable .’qué el
ahticuerpo Alz-50 recqnozc’a alg‘dn, otro compohente molecular cuya naturaleza p‘recisa
aun se d_esc_ohoce (Davies, 19'93).'

- Se estan realizando estudios numerosos para conocer el papel de proteina
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cinasas o proteina fostatasas que pudieran ser responsables de la fosforilacion anormal
o la falta de remocion de fosfatos en los residuos de aminoacidos, que transforman a la
proteina tau en la proteina A68. De las proteina 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 mitdgenos), la calcio-caimodulina cinasa y la
proteina cinasa dependiente de AMPc (Baudier y Cole, 1987, Yamamoto y cols., 1988;
Drewes y cols., 1992). Las proteina fosfatasas candidatas de disfuncion 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
epitopes fosforilados reconocidos por diferentes anticuerpos.

Dada la estructura de las neuronas, una de sus funciones vitales es el transpbrte
de materiales del soma a las termina!eé nerviosas. El ensamblaje corfescto de los
microtubulos es esencial para realizar esta funcién. En la EA el ensamblaje de los
microtubulos es totalmente defectuoso, tal vez como resuitado de las profundas
alteraciones que sufre la tau. Masl'afm. la unidn del guanosin trifosfatb (GTP) a la
subunidad B de la tubulina, la cual inicia su polimerizacion para'formarvmicrotubulos
“estables, es prombvida por tau, polr lo que la pérdida de una tau fdnbionévl altéra
grave'mente la funcién de los microtibulos en varios aspectos.

En todas las célulés. la tasa'de acumulacion de proteinas anormales depende de
la velocidad de su transporte, sintesis Y degradaciévn. De esta manera, alguhos
compohentes que son’normalmente transportados del cuerpo neurdnal alas terminales

'_ pueden acumularse en el soma neural y retardar su degradacion en las neuronas
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'Figura 5 Esquema de la proteina tau y los diferentes segmentos de
- aminoicidos contra los cuales se han desarrollado -
| :antucuerpos Con letras oscuras se designa el nombre de
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afectadas, lo cual explicaria la localizacion somatica preferente de los FHA.
De las evidencias senaladas se puede resumir lo siguiente:

1) Algunos sistemas de fosforilacion-desfosforilacién son defectuosos en la EA, lo que
lleva a una hiperfosforilacion de la proteina tau y algunas otras proteinas neuronales, 2)
la fosoforilacion anormal de la tau contribuye a un ensamblaje defectuoso de los
microtibulos que consecuentemente impide un flujo axopldsmico normal y pudiera
conducir a la neurodegeneracién y 3) los cambios en la proteina tau son sélo uno de los
indicios de anormalidades metabdlicas generales que afectan el comportamiento neuronal
las cuales aun se desconocen.

Amiloidosis

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

identificado con el proceso de envejecimiento y con la EA. Las placasV*Seniles se

componenen de neuritas dispuestas sobre un material positivo a la tincion con tioflavina
S/rojo Congo y se observan més frecuentemente en la amigdala, el hipocampo y la.

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

didmetro (fibrillas amiloideas) que se acumulan en depésitd_s esféricoseh el tejido

cerebral (placas seniles) y la microvasculatura meningea (angiopatia congofi'lica).' El

analisis de la composicién bioquimica de los depésitosv. amiloideos ha Vrevelado la
presencia de un péptido hidrofdbico, compuesto de 39-43 aminoéCidos, flamado proteina

B-amiloide (BAP)'(Masters' y cbls., 1985: Miller y cols., 1993). La secuenc:ia' pafc.ial de

amihoa’oidds del amiloide leptomem’hgeo fue reportado por Glenner en _1‘984' 'quien-.‘

definié al péptido amiloide (BAP) de 4.2 kD. La BAP que se deposita en las plé'c‘as
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nueuriticas y en la vasculatura cerebral corresponde a péptidos de 42-43 y 39-40
residuos de aminoacidos, respectivamente.

La BAP es un fragmento proteolitico de una proteina conocida como proteina
precursora del amiloide (APP), y comprende 28 aminodcidos inmediatos del grupo amino
terminal del dominio transmembranal mas 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- 0 N- glucosilacién, fosforilacion, sulfatacidn.' protedlisis y secrecion de
su region extramembranal (Kang y cols., 1987; Robakis y cols., 1987). La heterogeneidad
de la APP se debe en parte al procesamiento alternativo de los 19.e'xones.que contiéne
el geh. y que puede dar lugar a méas de las 10 isoformas de la APP. EI gen para esta
proteina, en Ips humanos, se Iocaiiza en el Cromosbma 21. Cuatro dé_ los 10 ARNm -
codifican para APPs de 695, 751 y 770 aminodcidos y co.ntien_en el frag'rhento de la'BAP._ |
Las .APP.,;0 y APP,;, contienen un fragmento dentro de su molé’c:u"la Vhomébgo en
secuencia a la familia de los inhibidores de p‘roteésas de serina de tipo ‘Kunitz'(vnexina |
Il) (Kitaguchi y cols., 1988). | ) -

Las APPs son protefnasubicuas_.. ya que se .hvan encontrado précticamente en |
todas las células y tienen un alto grado.de conservacién evolutiVa‘(Rosen y cov|s., 1989).
Sin e’mba’rgo,» nadie 'co»»noc»:’e» caba’lmente la funcién de 'estas protefnas de duyo'

B _metabolisrﬁo se,pUeden o’riginér fragmentcjs de secrecion amiloidogéhicOs y'.,fra'gr'nentos‘ -

no amiloidogénicos. Existen numerosos trabajos que tratan de asignar un papel funcional
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 Figura 6

PROTEINA PRECURSORA DE LA PROTEINA B-AMILOIDE
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Esquema que muestra a la proteina precursora de la RAP.

La proteina precursora esté formada por 770 aminoacidos y
en alguna de sus variantes posee un residuo que tiene una
alta homologia con los inhibidores de proteasas de tipo

~Kunitz (KPI). La BAP es una proteina de 42 aminoacidos con

una regién transmembranal.



a la APP, la BAP y los fragmentos de APP que son producidos y secretados
normalmente durante el metabolismo de una gran variedad de celulas (Seubert y cols.,
1992). Se ha sugerido que la APP, por ser una proteina transmembranal, puede
funcionar como un receptor de superficie celular o que puede tener un papel importante
como molécula de adhesion (Schubert y cols., 1989). La APP,,, vy los fragmentos de
APPs que se secretan contienen a la proteasa nexina |l (Kitaguchi y cols., 1988). Sin
embargo, el significado funcional exacto de la APP sigue siendo materia de conjetura.

La mayoria de las formas secretadas de APP se producen después de que la
molééula completa es hidrolizada por una enzima hipotética, |lamada APP secretasa,
entre la Lis 16 y la Leu 17 de la secuencia de BAP, lo que impide _qu’e la BAP se
produzca (Esch y cdls.. 1990; Sisodia'y cdls.. 1990). Por este motivo,_fesulta muy
importante entender los mecanismos de moduiabién de fa actividad de esta_secfetaéa
que estan’an. regulando Ia amiloidogénesis cerebral. En CUIt'ivos..dé_ 'téjidos se. fiene
evidencia de que-\}arios agentes como los ésteres de forbol y los agonistas bo!inérgicos
de tipo muscarfniéo_, influyen en la actividad de la'sécretasa (Capc‘)'raSOVVy cols., 1992;
Buxbaum y cols., 1992; Nitsch y éols.. 1992). K |

El procesamiento intracelular de la APP y las rutas metabélicas‘-q_ue pueden
- generar la BAP ocupan a buena parte de los investvigadorve's en el area de la EA. Una
' teorla considera qué es "nece’sariOVUn dafo previo en la membrana neuronal pavr'a'que |
56 pueda geherarBAP a partir» de la APP. ya que el carboxilo terminal de la BAP es
membranall;' A‘unque la mayoria de APP se~ localiza en la membrana, recientemente se

ha encontrado una fraccién importante de esta proteina en compartimentos intracelulares
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(Haass y cols., 1991). La ruptura de la molécula de APP para producir formas de
secrecion se lleva acabo en el aparato de Golgi o en las mismas vesiculas de secrecion
(Sambamurti y cols., 1992). En apoyo a lo anterior, se ha encontrado en extractos
celulares y en vesiculas a la nexina Il contenida en la molécula de APP. Las moléculas
de APP no hidrolizadas alcanzan la superficie membranal y se insertan en ella. La
secrecion de la APP que se encuentra en la superficie membranal se inhibe por agentes
que inhiben la endocitosis. Ademés, la APP contiene una sefal de internalizacion en su
dominio citdplasmético. La APP reinternalizada es procesada y | degradada muy
probablemente por lisosomas (Haass y cols., 1992).

Como la molécula de BAP sélo se encuentra en condiciones p,atdlc’)gicas o durante |
la senecencia, se puede suponer que su abaricién en el tejido nervioéo es_' el fésultado
de un procesamnento aberrante de la molecula de APP. Hasta el momento no es claro

cdmo se puede producir la BAP a pamr de la ruptura hndrohtlca de Ia APP en vmud de'
que el sitio de probable ruptura es maccesuble ala proteollsns. A_I no exlstlr hasta el
momento un buen modelo animal de amﬂmdogenesns. la posnblhdad de encontrar agemesf
que mterﬂeran con el metabolismo de la APP y con la produccuon de la BAP es todavsa
lejana aunque snn duda importante para antender. los mecanismos molec‘ulares de la EA.

Fiecuentemente se ha encontrado evudencua de una ruta metabohca que genera
fragmentos del carboxllo termmal que contlenen ala molecula de BAP. Estos fragmentos
- se purmcaron de fraccnones membranales aisladas de corteza cerebral microvasculatura‘
;. memngea, plaquetas y de células en cultnvo que sobreexpresan a la APP (Seubert y' -

cols., 1992), asi como en el medio de células en cultivo y liquido cefaiorraqutdeo de -
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humanos como resultado del metabolismo celular normal (Haass y cols., 1992). Estas
formas normales de produccion 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 peéptidos de BAP secretados
normalmente o si proviene de rutas diferentes. Otros hallazgos importantes en relacion
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 enddgeno y/o exogeno. En apoyo a lo anterior se ha descrito una
enfermedad neurodegenerativa conocida como hemorragia cerebral fam_iliar con
amiloidosis tipo Dutch, Ia cual se caracteriza principalmente por depdsitos rde proteina
amiloide en vasos cerebrales, lo que origina multiples infartos y neurodegeneracion
consecuente. Este padecimiento estd asociado a una sUstitucién de una gl'utamina por
un acido glutamico en la posicién 693 de la BAPP,,, 0 Ia.posicién 618dela BAPPE,Q“5 que
corresponde al residuo 22 de la BAP. Se ha démostfado que esta muta'civén acelera la
tasa de fibrilogénesis de la BAP (Van Nostrand y cols., 1992)_.‘ i | |

Mecanismos de neurodegeneracidn por BAP. Lds estudios clv'fn'i'c'o's e, histopatoldgicos |
realizados en SU_jetos viejos y en_pacientes con EA, parecen indicar que la mera
preséncia de los depésitos de BAP en la materia gris cerebral es insuficiente para inducir
neurodegeneracién. E’s‘ta’ conclusion se basa en el hecho de que en la cbrtéza cerebral
de éndanoé no’d'emenciados pueden encontra'rse numerosos depdsitos de prot'e'l'na'
amiloide, y que el cérebélo de pacientes con EA contiene una gran caﬁtidéd de depésitoé

de BAP sin presentar signos de degeneracion. Una explicacion a lo anterior es que la:
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evolucion temporal en cuanto a la composicion bioquimica de las placas seniles es
importante para influir en la muerte neuronal. De acuerdo con esto, se han descrito un
gran nimero de variables que influyen en el desarrollo de la citopatologia local asociada
a los depdsitos de BAP: (1) la velocidad de acumulacidn de BAP con respecto al tiempo;
(2) su estado fisicoquimico resultante particularmente del tamano del péptido, y de su
grado de conformacidn B-plegada y su tendencia a agregarse en estructuras fibrilares;
y (3) la presencia de otras proteinas asociadas a la BAP, como glucoproteinas de
heparan sulfato, o1-antiquimotripsina, componentes de la via cldsica del complemento,
y apolipoproteina E.

Las alteraciones neuriticas y gliales se asocian en forma mas regular a las placas
amiloideas maduras que contienen muchos de los elementos mencionados, mientras que
las placas fnés tempranas, mas difusas y menos densas soh las que p_redo’minan'en la
corteza cere.bral en ancianos normales. Parece cobrar cada vez m.és fuerza la nocion de
que la forma de proteina BAP que en solucion no adopta una. conformacién 3-plegada
es relativamente inerte, y que la neurotoxicidad de esta prbtefna se .asocié.‘a su
capacidad de formar agregados fibrilarés que parecen inducir una respuesta inﬂamavtoriav
crénica 'y lentamente causar neurodegeneracion. -En tejido nervioso proveniente de |
roedores (rata o ratén) se ha observado que, a pesar que estas especies animales
seCretan BAP 1-40, esta proteina es altamente solublé y no forma ag.regédos fibrilares.
La diferencia entre la BAP producida en roedores COn respecto a la de humanos radica
en la sustit'ucic'm' de tres aminodcidos: Arg-Gli, Tir-Fen y His-Arg en las posicidnes 5,10

y 13 de la protel'_na respectivamente, lo que altera las propiedades fisicoquimicas de la
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BAP confiriéndole resistencia para la formacién de depdsitos (Shivers y cols., 1988).

Otra drea de gran interés y fecunda investigacion aborda el papel de los depdsitos
de BAP como un factor que aumenta la vulnerabilidad de las neuronas ante agresiones
que por si mismas no causarian dafno celular. De estos agentes agresores son de tomar
muy en cuenta el papel de la neurotoxicidad mediada por el Ca*, aminodcidos
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 sustitucion de la valina 717 por una
fenilalanina, ha logrado reproducir .las placas neuriticas, la pérdida sinépt»ica la
astrocitosis y la microgliosis (Games y cols., 1995) y ha dado fuerza de nuevo al pape!
de la proteina amiloide y la neurodegeneracion,

Muchos estudios se necesitan aun para elubidar los requerimientos bioquimicos
precisos que inducen dafo neuronal y la particular vulnerabilidad de cierto tipo de

neuronas expuestas de manera crénica a los depdsitos de amiloide.

Proteasas e inhibidores de proteasas.

Existen multiples evidencias que sefialan el papel de las vias proteoliticas en las

enfermedades neurodegenerativas (Sisodia y cols., 1990; Koo y cols., 1'991).VVLa mayor
 atencién a este tema se ha enfocado a la posible remacién del material degenerado o

a la amplificacién del dafo tisular, por proteasas liberadas de células necrdticas. El papel

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

fisiclogia celular: el ehsamblaje' y la reorganizacién del citoesqueleto durante los

mecanismos de tranduccién de sefales, el trifico vesicular y el empaquetamiento de
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proteinas, y la regulacién de proteinas clave como proteina cinasas y fosfatasas. La
pérdida de control de una 0 méas proteasas puede de esta manera incidir -si no
causalmente al menos en asociacidn- en los mecanismos neuropatoldgicos de la EA. Asi,
como ya se menciond, existe evidencia de la participacion de una secretasa intracelular
responsable de la generacion de fragmentos no amiloidogénicos a partir de la APP,,, 0
APP.., dentro del aparato de Golgi 0 en algtin compartimento postGolgi (Selkoe, 1989).

Por otro lado, el andlisis inmunohistoquimico de las _maraﬁas neurofibrilares en la
EA, ha mostrado depdsitos de la proteina ubiquitina. La ubiquitinizacidon de proteinas se
conoce como parte de un mecanismo de marcaje de proteinas para su ulterior protedlisis
dependiente de ATP (Mayer y cols., 1991). La ubiquitinizacion de pfotea‘nas parece ser
parte de un sistema de marcaje mucho mas complejo pues Se ha impliCado en la
regulacion de la expresion de genes, en la respuesta al estres celular y en la protedlisis

lisosomal, en la modulacién de receptores de la superficie celular, en la reparacién del

ADN, en la incorporacién de proteinas 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 regulacion de vias de secrecién' y en la muerte

celular programada (Ciechanover, 1994).

Se desconoce la razén de la concurrencia de los depdsitos de ubiquitina junto con.

los de proteinas asociadas a los microtubulos. Se ha sugerido, sin embargo, que una -

disfuncion del sistema lisosomal de protedlisis ligado a ubiquitina participe en la génesis

‘del dafio bioquimico que lleva a la formacion de depdsitos de proteinas anormales en la

EA. Estos depdsitos que conforman las marafias neurofibrilares se encuentran
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constituidos principalmente, como ya se ha mencionado, por tau, pero tambien se ha
descrito la presencia de otras proteinas asociadas a microtubulos como ta MAP2 y otras
proteinas provenientes de los neurofilamentos. En las enfermedades crénicas
neurodegenerativas donde la participacion de filamentos intermedios es indiscutible,
también se han descrito estas inclusiones de conjugados proteina-ubiquitina. (Dickson
y cols., 1990). Hasta el momento se han descrito tres forrnas de depdsitos de conjugados
protefna-ubiquitina en enfermedades neurodegenerativas idiopaticas y transmisibles en
humanos, sin que se conozca hasta el momento el papel que éstos juegan en el
mecanismo de muerte celular: a) asobiacién de depdsitos proteina-ubiquitina con
inclusiones filamentosas; b) estructuras circulares con inmunorreactividad positi\éa para
ubiquitina en el soma neuronal y el neuropilo, relacionadas a alg_una forma dé' organelos
pleiomdrficos lisosomales y c) depdsitos de ubiquitina y catep'sin‘as Iisosdmales
adyacentes a los dépésitos amiloideos. |

Lé inmunorreactividad para ubiquitina va en aumento paralelamenfe_algrado de
maduracién de las marafias neurofibrilares, siendo més promi'n.en‘te en‘.las Ilamadaé.
"marafas fantasmas®, que corresponden a lés lesiones néurofibrilares con 'destvruvcc‘idn
totall_ de la neurona (Mayer y cols., 1992).' |

Varios estudios han sefialado una disfuncion lisosomal directamente relacionada |
con la EA. Los Ii'sosomas son estructufas que participan mayoritariamente enel fecam bid
de membranas y de proteinas de membrana. Durante el envejecimiento y d.ijrahte los
inicios ~ de varios prdcesos néurodegenerati’\)os, las membranas neufonéles se

- encuentran, sin duda, alteradas en respuesta a varios estimulos nocivos (particularmente
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el dafo oxidativo por radicales libres). Los cambios membranales descritos en la EA
incluyen: cambios en la composicion lipidica, cambios estructurales y funcionales de
proteinas transmembranales, incremento importante de enzimas lipoliticas y cambios en
la fluidez. Un aumento en el recambio de estas membranas danadas puede en parte
aumentar el contenido de lisosomas en las neuronas. Ademas del incremento en el
nuimero de lisosomas, se han descubierto cambios en su composicion y en el contenido
de hidrolasas, lo cuai puede comprometer de manera importante la funcion proteolitica
normal de la neurona (Nixon y cols., 1992).

Apolipoproteina E.

En 1993 aparecio en la literatura cientifica el primer trabajo sobre la participacion
de la apolipoproteina E4 (ApoE4) en la EA esporadica y la familiar de aparicion tardia
(Strittmatter y cols, 1993).

La ApoE es una lipoproteina de peso molecular de 34 KDa, sintetizada en el
higado, que forma parte de las lipoproteinas de fnuy baja densida‘d. Estas protéinas son
importantes en el transporte de triglicéridos del higado a tejidos periféricos; en la
redistribucion de colesterol entre las células, y forman parte de los quil'omic.rdnes
sintetizados en .Iel intestino qUe trahsportan colesterol y _triglicéridos. Lds efectos
fisiolégibos de la ApoE se inician al interaccionar con el r_ec':eptor para lipoproteu‘na_s de

‘baja den_sidad (LDL) y con el receptor de proten’na/macroglobulina o2 relacionado con el
| LDL (LRP) (Mah»l»ey. 1988). En el sistema nervioso central, la ApoE es sintetiiada por
asfrocitos y puede aislarse del Ifquido cefalorraquu’deo (Snipes y cols., 1986).; |

Con el uso de técnicas de analisis del punto isoeléctrico y electroforésis
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bidimensional ha sido posible detectar la naturaleza molecular polimérfica de la ApoE.
Se han encontrado tres isoformas principales, conocidas como ApoE2, E3 y E4, que son
el producto de tres alelos (€2, €3 y e4) del mismo locus genetico. De la expresion 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). E fenotipo mas comun es el E3/3. La
ApoE4 se une normalmente a los receptores especificos, pero se asocia con niveles
elevados de colesterol plasmatico y LDL (Pitas y cols., 1987, Mahley, 1988).

En Ia 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 BAP (por inmunorreactividad) en
pacientes con EA que han heredado los dos alelos para la Apokd, con respecto a
aquellos que no los han heredado. Esto apoya la nocién de que pacientesrcon EA de
inicio muy tardio y que son homocigotos para ApoE3 acumulan depdsitos de amiloide a
una tasa mucho mas baja (Schmechel y cols., 1993). |

La ApoE4 se une en funcidn del pH a la BAP mucho mas répidémente quevlé,
ApoE3, asi que los pacientes que heredan dos alelos para ApoE4‘ unen més' BAP vy
forman muchas méas placas seniles. In vitro, la incubacion de BAF".coh'A’poE induce la
formacidn de fibrillas constituidas por ambas moléculas. De este modo, los depésitoé'de
BAP pueden ser tomados como un marcador patolégico, relativamenteVcaracten’sticc de
la EA y cuyo numero y tamafio es funcion del genotipo heredado de ApoE y no
necesaria-men"te un agente directo en la patogénesis de la muerte neuronal. En resumen,

los sujetos quevpresentan el fenotipo para ApoE4/4, tienen un mayor riesgo para padecer
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la EA de inicio temprano o con caracteristicas mas severas, en relacion con el numero
de placas seniles y con su estado de maduracién (Strittmatter y cols., 1994). Ademas de
la asociacidn que se ha encontrado entre la Apok4 y los depdsitos de amiloide, tambien
una fraccién de esta lipoproteina se asocia a neuronas que contienen maranas
neurofibrilares. Esta asodiacidn ha ilevado a Strittmatter y cols. (1994) a plantear la
hipdtesis de la participacidn de la ApoE4 en la hiperfostforilacion de la tau y su ulterior
depdsito en los FHA. Sus resultados sugieren que la ApoE3 se une a la proteina tau y
posiblemente regula su metabolismo. Como la ApoE4 no se une a la tau, esta regulacion
puede no estar presente en individuos homo o heterocigotos para ApoEd4. En la figura
7 se presenta un diagrama de esta hipotesis que de_scribe que en los individuos que
poseen los alelos E4, al no unir tau, se favorece su hiperfosforilacién y de esta manera |

hay una mayor tendencia a formar FHA.

Neurotransmisores y neuromoduladores.

La demostracion de anormalid_ades sUstanciales} en la EA en los sistemas de
neurotransmisién que utilizan acetilcolina, llevé a postular al dévfici't_co'lin_iérgico como la
causa primaria de la enfermedad. Sin embargo, ahdra es .cla_ro que ho;én ~tv6dos:,lds_ -
~pacientes existe una disminucion considerable de marcadores Colinérg'icvosv, e inclusvivev |
“en algunos pacientes se ha encontrado un nimero normal de neuronas colinérgicas en
é_l nucleo basal de Meynert. Sin embargo, varios estudios han :demostré‘do
co.nsist,ente’mente la pérdida'de ’30% »‘a 95% de neuronas colinérgicas eh el nucleo bjas_'al
de Me"yn_ert (Geulavvaesulam, 1993). En otros estudios no se ha encontfado' una |

correlacion positiva entre la pérdida de neuronas colinérgicas del cerebro anterior yAla .

37



L

L B
u_l

MICROTUBULO —
POLIMERIZADO

l.a tau secuestrada por apoE3
puede estabilizar micW
MICROTUBULO

DESPOLIMERIZADO

apoE3
tau (PO4) 1.2 - tau (PO4) 1.,

-

. - ,
no union . fosforilasas
- fosfatasas

La tau hiperfosforilada
desestabiliza a los
~ microtibulos

-~
-~

-~

tau (PO4) 5 ;4

OTROS FACTORES
METABOLICOS?

FILAMENTOS APAREADOS

 HELICOIDALES |

MARARNAS NEUROFIBRILARES -

Figura7 Modelo propuesto para explicar como la apoE4 no se une a la
~ proteina tau en tanto que la apoE3 sf lo hace. Al quedar una poza
de tau atrapada con apoE3 se evita su hiperfosforilacioén. En los
sujetos con mayor expresién de apoE4, la tau queda librey -
es mis facilmente sustrato para fosforilasas. La tau con mayor
cantidad de fosfatos puede formar los filamentos apareados
helicoidales.



disminucion en la acetilcolina cortical. Existe evidencia de que el blanco inicial de la
neurodegeneracion son neuronas colinoceptivas corticales, las cuales se depletan o
pierden la capacidad de expresar proteinas esenciales para el mantenimiento de las
neuronas colinérgicas (Mufson y cols., 1987). La disminucidn colinérgica puede, de este
mvodo, reflejar efectos transinapticos de desaferentacion colinérgica cortical. Por estos
hallazgos es entonces muy probable que el déficit colinérgico neocortical explique sélo
en parte el deterioro cognitivo gue se presenta en la EA.

En otros estudios bioquimicos post-mortem se han descrito deficiencias en gran
numero de neurotransmisores, lo cual, entre otras conclusiones, lleva a pensar que una
terapia basada en la sustitucion farmacoldgica no es posible.

Neurotransmisores subcorticales. La atrofia del ndcleo caudado no es un hallazgo
constante en la EA, aunque la concentracion de dopami'na puede encontrarsé reducida. |
Estudios en otras areas subcorticales como el hipotélamo han' demostrado niveles
reducidos de noradrenalina (Gottfries y cols., 1983). Las neuronas_dopaminérgicas de la
sustancia nigra se encue_ntran. sistemétic_afnehte daﬁadas, a tal 'grédo que la tercera o
quinta parte de los pacientes con este padecimiento presentan signos de park’insvonismvo
(Pearce y cols., 1984),

Neurotransmiso_r'es cwticalés. La corteza recibe al menos 4 vias de neurotransmision.
lUna es Ia entrada colinérgica, la cual, como ya se mencioné, suele estar depletada en'
la EA. Por otro Iado las vias que utilizan dopamina y noradrenalma no parecen estar‘
alteradas La sﬂuacuon de la aferencia serotoninérgica es compleja. Aunque se ha"‘

descrito deplecuon de serotonina (S-HT) en el nlcleo 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 cols.,
1988). Uno de los neurotransmisores mds ampliamente distribuido en la conteza es el
GABA, el cual esta presente en interneuronas corticales en asociacion con diferentes
neuropéptidos, en particular la somatostatina. lLas células GABAérgicas con
somatostatina se encuentran disminuidas en numero y la enzima que sintetiza el GABA,
la descarboxilasa del acido glutamico, estd presente en las placas seniles (Lowe y cols.,
1988). No se han descrito cambios en los niveles de glicina, taurina y algunos
neuropéptidos como colecistocinina, galanina, péptido intestinal vésoactivo Y
neuropeptido Y (Rossor y cols., 1981; Beal y cols., 1988). Algunos estudios post-mortem |
mencionan disminucién en Ioé' niveles de somatostatina (Davies y cols., 1980), pero éSto
no ha sido confirmado. Ademas, pruebas farm ac_qlégicas conun anélogo de s_ométoStina, |
el octreotide, no han demostrado ser behéficas_ para mejorar las deﬁciencias |
cognoscitivas (Moqradian y cols., 1991). |
El examen histolégico de cerebros ‘de ‘pacientes c_of_‘i EA V' mue'_stravn,
ihvariablemente, grados de atrofia de mbderada a severa en los lc’zbulzos tempdral, pariétal_'
y frontal, con alargamiehto ventricular y aplanamiento de los v_3uréos; Existé e'vidénc‘iav
definitiva que sefala al glutamato como el princi.pal transmiSQr excitador de Iévs: fibfas'dé
asociacién cortico-corticales y de lansi. principalés v:’as del hipocampo. | Eétudvids |
| histbldgicos ’i,ndica:ri | fehac’:ientemeh”te una degeneraci’én temprana Vde las w‘as -
__'glutaniatérgicas (Prbbter y cols., 1988; Spencer. 1987). |
| Neurotraﬁnsmisores hipocavmpales.v En los pacientés con EA existe en numero élevado

marafias neurofibrilares y placas neuriticas en la corteza entorrinal y en la regién de CA1.
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Estudios recientes de imagenologia muestran que la atrofia del hipocampo ocurre de
manera temprana durante el desarrollo del padecimiento. Varios grupos de investigacion
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 hipétesis "excitotdxica" de este padecimiento (Hyman y cols., 1987; Kowal y
Beal, 1991, ver figura 8).

Alteraciones membranales.

De las estructuras celulares, la membrana ptasmatica de las neuronas parece ser
el sitio mas susceptible de dafio 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 tecnica de espectroscopia de resonancia magnética (®'P), en vOiuhtarios
normales de diferentes e'dades, sefialan una disminucion en los niveles de mor__ioésteres
de fosfato y un incremento en los diésteres de fosfato por arriba de_ los 50 afos dé_ edad
(Panchalingam y cols., 1990). Estos hallazgos probablemente correlaciohan con la
pérdida de procesos neuriticos durante la senectud;_ Este mismd tipo de e'stu'dios
realizados en paciéntes con EA muestran, en etapas-iniciales'dellpade_'cimivento. niveles
altos de monoésteres de fosfato, sequido de un incremento, en etapas a\)anZadas. de
los diéster_es de fosféto, lo que marca una diferencia ven" el mve,tab‘olismo de los
fosfolipidos con respecto al envejecimiento.normalv. Lo avntervior lleva a la conclusidn de
que las alteraciones »p'rimaria.s y es»pecf‘ficas en los componentes estruc:turalesv de la.
membrana pueden panicipér actiVamente en lds mecanisrhos de'neurodégeneraciéh que

ocurren en la EA.,
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Figura 8  Representacion esquemética del efecto de algunos
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glutamatérglca En la EA se ha observado pérdada de este tlpo
de neuronas lo que lleva a una reduccion de la transmisién
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 relaciéon PCr/Pi. Una disminucion de la fosfocreatinina
(PCr) probablemente refleja un esfuerzo metabdlico adicional para mantener niveles
energéticos adecuados en el cerebro de pacientes con EA. Estos analisis han llevado a
concluir que los precursores inmediatos del ATP (ADP y PCr) se encuentran disminuidos
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 disfuncién neuronal (Pettegrew y cols., 1994),

Factores troficos y mecanismos de transduccion de serfales.

Siendo una parte vital del funcionamiento neuronal Ios_ mecanisnios que permiteh
la emisién, recepcién y procesamiento de sefales, alteraciones de algunos de estos
mecanismos pueden llevar a la muerte neuronal. En particular se han desc’ritb -
alteraciones en la transduccion de sefiales en asociacion con los marcadores paidlégic_ds
en la EA. Ademas del pape'I que pueden de'se_mpeﬁar las dif'erentes' Séﬁaleé externas,
n el proceso de la neurodegeneracion, existe miiltipie evidencia de alteraﬁiones"de la
maquinaria mo_l‘e.ciular intracelular encargada de la transduccién de tales seﬁales; 'Asi, se
hé documentado una 'disfuncién de proteinas G relacionada con'las éltéiréciones del
citoesqueleto _(McLaughlin .'y cols., 1991), asi como cambios én los mecani'smbs.que
ge_heran AMPc y la consecuente act'ivaciéln de Ia,protevl'nva cinasa A (Ohm y_cols, 1991).
.Por. otro Iédq.»se han encontradd:cambios’en el metabolismo del inositol tfifo'sfato (IF’S).
| '..e_n fibrobléétos de pacientes con EA. Finaimente, también parece '_h'abér'alteraciqries en

,Ia’,abtiVidad de la proten’na cinasa C y cambios en la tasa de fosforilacién y
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desfosforilacién de proteinas (Horsburgh y Saitoh, 1994). Por otro lado, la ausencia o
pérdida de alguno de los factores neurotréficos ha sido propuesto como el proceso que
inicia la neurodegeneracién (Stopa y cols., 1990). Sin embargo, no ha sido posible
confirmar deficiencia del factor de crecimiento neural (NGF) ni del nimero de sus
receptores, y las neuronas que degeneran en la EA no son sélo del tipo de neuronas
dependientes de NGF. Otro factor, de la misma familia que el NGF que se conoce como
factor derivado del cerebro (BDNF) parece estar mas involucrado, ya que se ha
dembstrado una reduccion en los niveles de su ARNm en el hipocampo de pacientes
afectados. Muy recientemente, el interés se ha enfocado hacia el factor de crecimiento
fibroblastico (bFGF), en virtud de que este factor trético da soporte vital a una variedad -
mucho més grande de neuronas que el NGF cuyo blanco son preferantemehte-nGQronas
colinergicas. En la EA el bFGF se encuentra marcadamente elevado eh- neuronas en
asociacion con las placas nauriticas (Stopa y c_ols.. 1990). Se ha deSctito_tamb.ién una
disminucion importante del facto.r inhibitorio del'crecimie'nto..(GIF);'_I-a. cual podria ser
responsable del incremento en la actividad néurbtréfica q.u.e r_ésulta.en.'u'na é'rbdriZacién B
aberrante de prdcesos_ neuronales y eventuaimente lleva al tipo de muerte:heuvrbnal
cbservada en la EA (Uchida y cols., 1991). |
Facio_res ambientales y EA.

Cadé véz exiSte_mayor informaCién acerca de la participacion ,de"diferenteé
| a’gentes: c_o_m_q .»éls’calcio, alumnio, sfli»cevy zinc en la patogéneslis dé a_lgunos pifocesds
| néurodegenerativos. | | o

El aluminio (Al) se ha encontrado depositado en el centro de las piacas seniles y
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en las neuronas que contienen las maranas neurofibrilares. Estas observaciones han
sugerido que la exposicion al Al puede ser un factor ambiental importante que
desencadene una serie de mecanismos patolégicos que lleven a la neurodegeneracion

en la EA.

La exposicion diaria al Al ocurre de manera amplia sobre todo por ingesta de
alimentos y de agua. Poco se conoce acerca de la absorcion de este elemento a traves
del tracto digestivo cuado se encuentra en forma insoluble, pero el Al disuelto en el agua
puede ser absorbido facilmente. Una prediccidn sobre la hipdtesis de que el Al pueda
desencadenar EA es que individuos muy expuestos a este elerhento tendrfén un mayor
riesgo para desarrollar la enfermedad, pero los estudios epidemioldgicos no han aportado
datos para apoyar esta hipétesis. Otro tipo de estudios han sido sobre la determinécién
de la concentracion de Al en huesos y en cerebro, y en ellos tampoco sé hla éncontrad‘o'
una correlacion significativa. Sin embargo, no se descara la po_sibilidad de un efecto
toxico del Al que requiera una exposiciéh crénica (Michel y C:ols.,' 1990).

A raiz del hallazgo sobre los efectos deteriorantes del zinc sobnavlas facultades
cognoscitivas en pacientes con EA, la posibilidad de una con_exiénv' evntre'évimbos ha
cobrado gran actualidad. De hecho, en un estudio de 1994 se ha demoétrado que este
cation puede ser un. elemento importante en la formacion de placas amildideas al inducir
su agrega_cién y precipitacién. Sin embargo, estos estudios son ihcipientes y nNo aélaran
las c':'o’ndICion_es que flevan a la neurodegeneracién selectiva de'ciena‘s neuronas ni al
| proceso'de maduracién de las placas seniles hacia su forma neun’tica (Bush vy cols.,

1994).
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Respuesta celular en la EA (astroglia y microglia).

La presencia de dano neuronal, sea cual sea su origen primario, siempre induce
la rapida proliferacién de glia reactiva y de microglia en el sitio de la lesidn. Tanto los
astrocitos como la microglia son capaces de producir APP en cantidades similares a las
encontradas en las neuronas, y también es un hecho indiscutible el hallazgo de microglia
en el centro de las placas seniles maduras. Una» de las senales que estimula
enormemente la produccién de APP parece ser la citocina interleucina 1 (IL-1) cuya
fuente, en el sistema nervioso central es precisamente la microglia. En pacientes con EA
y en sujetos con sindrome de Down, los niveles de IL-1 se encuentran muy elevados en
los astrocitos y en la microglia. La microglia activada en el sitio de .una lesidn también
produce glutamato, el cual puede inducir o agravar uh estado dé'toxicidad neurona!»
incrementando los niveles de Ca® intraheuronal. Ademas de la respuesta normal de la |
glia ante la presencia de dafo neuronal, su introduccion en un s'ist_e'ma célular en crisis
puede generar la Iiberacién de productos neurotdxicos e inducir el eStablecimientdde un
circulo v:cnoso capaz de agravar la perdlda celutar (Nieto- Sampedro y Mora 1994) R
Factores geneéticos

EI andlisis molecular de Ié EA se ha enfocado a los do’s .‘tvipofs dé Iesionés
| histopatdlégicas .predominantes: las plaCas de amil0ide y las ma‘raﬁa's neurbfibrilares. ‘
Am bos marcadores morfologlcos contienen fllamentos proteméceos que pueden modlfncar
profundamente la mtegndad estructural de Ias neuronas y ser causa de la distrofia y 1 B
| muerte_ celular. |

Una de las aproximaciones moleculares al estudio de la EA ha llevado a un gran -
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numero de grupos de investigacion a efectuar analisis genéticos de grupos familiares
muy grandes, en donde se ha descrito un patron de herencia dominante para esta
enfermedad (Breitner y cols., 1988). Cabe senalar en este punto que no en todos los
individuos estudiados con EA, presentan un patron de herencia tipico. De esta manera
existen grupos de enfermos ¢on antecedentes hereditarios y muchos otros que
aparentemente padecen la EA de manera esporadica. La edad de aparicidn es variable
y abarca desde la tercera hasta la novena décadas, aunque en la mayoria de los casos
ocurre alrededor de la sexta. Por mucho tiempo se ha sospechado de la alteracién de
un gen, y se ha prop.uesto la dominancia autosémica con una penetrancia dependiente
de la edad, como un modelo de herencia (Rocca y cols., 1986). -

Antes de 1988 la similitud heUropatddgica entre la EA y el sindrome de Down
(trisomia 21) llevé a varios investigadores a enfocarse en el cromosoma "21_cémo |
probable candidato para contener un gen alteradoy'en aSociacié‘n con este padééimieﬁto.
Investigaciones sobre estaasociac.ic’)n cobraron impetu al ser clonado élvgen dve-lafAPP, |
localizado en el cromosoma 21 y des{:_ribirse,_ en cuatro familias con miembros fafectados |
por la EA de inicio temprano. analisis de ligacion positiva para el bromosoma 21 (St

- George-Hyslop y cols., 1987). Tarhbién se conocen mutaciones en el gen V,de la APP en
laEA de'iniciq temprano, pero,estos casos no suman mds del 3% del Alzheimer familiar.
Otras'.muta'Cidnésestudiadas Y atr}i‘bufda’sral cromoSoma 21 parecen no corresponder al
- locus dév la APP. Hasta el momento se han documentado 6 mutaciones en el gen de la
APP: una segregé con la hvémOrr»agia- cerebral hereditaria con amiloidosis; tres se

~asociaron con EA corroborado por autopsia; uno se reportd en un paciente con EA
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familiar sin estudio de necropsia y uno mas se asocié con demencia presenil y
hemorragia cerebral. Una de las mutaciones en el gen de la APP mejor documentada es
la mutacién del par de bases 2149 del gen de la APP que induce un cambio G-T y altera
el aminodcido 717 del transcrito de la APP,,, (Chartier-Harlin y cols., 1991). Otra
mutacidn 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 (Citron y cols., 1991).
Resultados mas recientes han confirmado que un grupo mucho mayor de
pacientes de inicio temprano sefiala hacia un locus genético en el cromosoma 14 (St
George-Hyslop y cols., 1992). Algunos candidatos de genes que se localizan en el
cromosoma 144.24.3 incluyen o-1-antiquimotripsina, c-fos, y una de las protel’nas de
choque térmico. La region promotora del gen de Ia APP contiene elementos promotores
de "choque térmico" los cuales podrian activarse por traUma, anoxia. alcohol asi como
un elemento promotor de c-fos que podrfa también activarse por los evéntos anteriores. |
Muy recientemente se ha identificado este gen del cromosoma 14, éuya alteracion parece
ser responsable del 70-80% de la EA familiar y del 5-1'O°I/o_'d'e todos los casos de EA |
(Sherrington y cols., 1995). El producto de la expresion de eéte_gen esla perte;'nvav S182,
la cual, por su similitud con la proteina SPE-4 del nerﬁétddo C. elegans, podria ser una |
proteina membranal con _funbién_ transporta'dora' de oftras proteirias en distintos
compartimentos cél_ulares. Como entre esas proteina estd la APP, una_hipétvesis es que_‘
ésta no se tra_nsporte adecuadamemevcuavndb el gen S1v82 esta defectuoso, y como |
’con»secu(ancia se faci»lite’ su hidrdlisis en el sitio que genera el frégmento BAP, como se

revisd anteriormente.
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En 1991 Pericak-Vance y cols. describieron en pacientes con EA de inicio tardio,
asociacion con el cromosoma 19. Estudios posteriores lievaron 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 tardio y con muchos casos de EA esporadica.

Desafortunadamente, la aparente heterogeneidad causal en la EA puede ser el
reflejo de la participacion de diferentes defectos en un gen, de alteraciones de multiples
genes Yy factores ambientales que afectan de manera no determinada los eventos de
recombinacidn genética de manera individual.

Un estudio muy reciente realizado en un grupo familiar de! Volga que padecen la
EA de inicio temprano y coh un patrén genético autosdhico 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 proteina denominada STM2 y tiene un 67% de
homologia con respecto a la proteina $182. Este patrc')n de simititud sUgi_eré que ambas
prote:’na_puedan tener en las celulas, funciones muy similarés.- -
Bases moleculares para la terapia en la EA |

 Existen mdftiples probl'emas para el desa._rrollo de una tér_apia racional en la EA,
Una primera aproximacién al disefio y blisqueda de farmacos seria la distincién. de doé‘v
estrategias principales: a) la prevencion o detencion del da’ﬁo'néumnal, y b) la restitucion
de las funciones neuronales perdidas. | o
| 'Ademés del,prbblema inicial del diagnvéstico, 'Sobre' el cual el v'plfni'cc. nunca tiéne'
el 100% de cenéza. zel grado de 'avanc’e con el cUal se presentan ios 'paci.eh'tés en

cuando al deterioro cognitivo es muy variable, ademds de complicarse con la presencia:
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de otros signos y sintomas secundarios.

Drogas que mejoran la condicion cognoscitiva. Hasta hace aproximadamente 30 anos la
disfuncidn cognitiva se trataba exclusivamente con drogas vasodilatadoras. Actualmente
se han desarrollado farmacos 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 terapeéuticos se han
entocado a mejorar la transmisién 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 verb.'a‘l (Kwo-On-Yueny 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 te_rapéutica.
Control sobre la muerte neuronal. Otros enfques terapeuticos han probado la pqsibilidéd:
de drogas que retarden la muerte neuronal o mejoren la disfuncidn dé las'-heurona:s'eh .
las etapas iniciales del pade'cimiento. Para esto se han utilizado gangliéSidbs como "el
GM1t o compuestos como la L-acetil-carnitina, sin que ninguno 'de'_ loév.dos ivhéy’a'
demostrado ser de gran utilidad (Ala y cols., 1990; Spagnoli y col's...:"1991). La '~‘\.f‘ét'avv
terapéutica mas prom.isoria para el futuro parece ser el Iograr'el‘ diseﬁo de comeestos' |
‘capaces de: 1) frenar_el_autoensamblaje de la profe:’na tau, responsaible del desarfolto .
de los FAH; 2) inhibir la producCic’m de los fragmentos amiloidogénicos provenientes de
B Ia"- APP;' o) 3)' irripedir’ él» dafio por estrés oxidativo o por el incremento. en el Ca?

intraneuronal.
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Se estan realizando muchos progresos en la investigacion 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 ingenieria
genética, como es la introduccién de ciertos genes a partir de vectores virales
modificados, que nos permitan detener la progresion 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 preqguntas que deberdn ser analizadas y contestadas mediante
el empleo de las mas diversas estrategias de analisis clinico y basico tales como: {Cémo
deriva la proteina BAP del APP? ;Cuales son las diferentes rutas metabdlicas de la APP
para generar diferentes fragmentos amiloidogénicos’? cQué senales dentro del SNC
regulan el metabolismo de la APP? ¢ Cual es la funcién’ normal de la APP y de la BAP?
JPor qué existe una vulnerabilidad _parti'cular de diertos Qrupos neutonales a la
neurodegensracién? ;Existe una correlacion entre el ciclo celular y" la muerte neuronal?
g,CL'lales son las causas directas de las alt.era'ciones dal c'i'toesqu'eleto yen partic;ular del
metabolismo anormal de tau? JQué determina la formacién de .Ios'_viF.HA y la muevr.te
neuronal? y finalmente, ¢;Las caracteristicas fUncionales_, 'altarnen'te éspecializ_adas; del
cerebro influyen en la muerte-.celular des'pués de un perfodo de difefenciaciéh Vy funciéh |
normales? |
| Desde un pUnto de vista basico las respuestas a estvavs y otras pregtmtas darén

luz sobre los mecanismos finales que determinan la muerte neuronal en la EA y Nnos
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acercaran al conocimiento de sus causas primarias. Para el clinico estas mismas
respuestas permitirdn el disefio de estrategias terapeuticas que prevengan o retrasen
esta desvastadora patologia y permitan ofrecer expectativas de vida mas 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 limitacion importante en los estudios bdsicos 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 microtubulos y sus proteinas asociadas- y expresion aberrante de la proteina (3-
amiloide y sus posibles efectos neurotéxicos. No son pocos los esfuerzos por desarrollar
tales modelos animales y son dignos de mencidn los realizados en roedores transgénicos
que han llevado al desarrollo de uno de los mads cercanos modelos animales de la EA.
Este modelo se basa en la sobre-expresion del gen de la APP con una mutacién descrita
en humanos (Games y cols., 1995). | | |

“Se han desarrollédo también varios modelos in vitro en dondé se _ha-inientado -
inducir la aparicién de las alteraciones del citoesqueleto que IIeVan’a-la formacién de los
FHA. De estos quelqs. la induccion de marcaddreé antigén_i_cds'" 'felacidnédos con .'
alteraciones en la proteina tau en neuronas expuestas a_"glutarﬁato,‘ paréCe, ser una e
fuente importante de informacién sobré los meca'nismb's_ 'Caz“%dependientes -_"de N

citotoxicidad (M_att.son; '71 995). Tomandd algunas de las preguntas planteadas a lo Iarg_o

de los anteriores capitulos, el objetivo general ,de la tesis es el sigUient'e‘: |

Objetivo qeneraf Estudlar el papel de Ios aminoacidos excutadores, |a fosfornlacnon de
protelnas del cutoesqueleto y de la BAP en la muerte neuronal que ocurre en Ia EA en "

modelos animalves in vitro e in vivo.
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Una de las lineas de investigacion importante en los estudios sobre muerte
neuronal en la EA se ha enfocado en los mecanismos que controlan la fosforilacion de
proteinas del citoesqueleto. En relacion con lo anterior, el primer objetivo particular de
la presente tesis es el siguiente:

Objetivo 1: Utilizando al dcido okadaico como agente inductor de fosforilacion de

proteinas, estudiar la posible correlacion entre fa hiperfosforilacion de MAP2 y tau y la
neurodegeneraciéon en cultivos primarios de neuronas corticales y astrocitos de rata y
neuronas MSN derivadas de un neuroblastoma humano.

"En el objetivo 2 se explord los efectos de apélogos de neurotransmisores
excitadores sobre la proteina MAP2 del citoesqueleto y en la neurodegeneracion:

Objetivo 2: Estudiar el curso temporal de la neurodegeneracion en el hipocampo de la

rata inducida por la aplicacién in vivo de agonistas de glutamato y correlacionarlo con
cambios en la proteina MAP2.
Por Gltimo, se estudiaron los efectos de la BAP sobre los mecanismos de liberacion de

neurotransmisores Ca**-dependientes y su probable participacion en la muerte neuronal.

Objetivo 3: Estudiar el efecto del fragmento 25-35 de la BAP en los mecanismos Ca*-
dependientes de liberacion de aminoacidos en rebanadas de hipocampd de rataj con

enfasis en los aminoacidos excitadores. -
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Okadaic Acid Induces Early Changes in Microtubule-
Associated Protein 2 and = Phosphorylation Prior to
Neurodegeneration in Cultured Cortical Neurons
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Abstract: Microtubules and their associated proteins play
a prominent role in many physiological and morphological
aspects of brain function. Abnormal deposition of the m-
crotubule-associated proteins (MAPs), MAP2 and r. 15 a
prominent aspect of Alzheimer’s disease. MAP2 and r are
heat-stable phosphoproteins subject to high rates of
phosphorylation/dephosphorylation. The phosphorylation
state of these proteins modulates their affinity for tubuhn
and thereby affects the structure of the neuronal cytoskel-
eton. The dinoflagellate toxin okadaic acid is a potent and
spacific inhibitor of protein phosphatases 1 and 2A. In cul-
tured rat cortical neurons and a human neuroblastoma cell
line (MSN), okadaic acid induces increased phosphoryla-
tion of MAP2 and r concomitant with early changes in the
neuronal cytoskeleton and ultimately ieads to cell death.

These results suggest that the diminished rate ot 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 antibadies 1o
~glial fibrillary - acidic protem (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 promment in the de-
velopment of neurite outgrowth, polarity, and the cs-
tablishment and maintenance of synaptogenesis. Mi-
crotubules and their associated proteins play a signifi-
cant role in the promotion of neurite extensions
(Daniels, 1972; Black and Greene, 1982; Dinsmore
and Solomon.v 1991), the induction of distinctive
morphologies between axons and dendrites (Binder et
al., 1985: Matus 1988, 1990), axonal transport (Vale
et al., 19835), neuronal plasticity (Mareck et al.. 198
Aoki and Siekevitz, 1985), and neuronal degencera-
tion (Matsuyama and Jarvik, 1989), Microtubule-as-
sociated proteins (MAPs) interact with tubulin and
In vitro systems promote the assembly of microtu-
bules by lowering the critical concentration ol tubuhin

required for polymerization (Murphy and Borisy,

1973). Among different MAPs, MAP2 and r are ob-
jects of great interest because of the finding of abnor-
mal deposition of these proteins in neurofibrillary
tangles found in Alzheimer’s disease. It is generally
believed that the function of MAP2 and r is to stabi-
hize 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). .

[n the adult brain, two high molecular mass pro-
teins (280 kDa), MAP2a and MAP2b, have been
identified in dendrites 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, 1983:; Rie-
derer and Matus, 19885). r consists of a family of devel-
opmentally regulated polypeptides (Kosik et al.,
1989) with apparent molecular mass of 45-55 kDa. In
rats, only two = bands are identifiable in prenatal
brains, and four to six bands in adults (Francon et al.,

1982). Both the alternative splicing of r mRNA
(Himmler, 1989) and protein phosphorylation (Lind-
wall and Cole, 1984) contribute to the reported 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-
vlation states (Tsuyama et al., 1987), which are

thought to influence its afhmt) for microtubules, as

well as for other proteins (micro- and neurofla-
ments). In cell-free systems, MAP2 can be etficiently
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phosphorylated by type Il cyclic AMP-dependent
protein kinase (Vallee, 1980; Theurkauf and Vailee,
1983), by protein kinase C (Akiyama et al., 1986), and
by Ca’*/calmodulin-dependent protein kinase I
{Schulman, 1984; Yamamoto et al.. 1985: Golden-
ring et al., 1983). The regulatory subunit of type Il
cyclic AMP-dependent kinase binds to a 3T-amino
acid region of MAP2 (Rubino et al., 1989). MAP2 15
dephosphorylated in vitro by protein phosphatases |
and 2A (Yamamoto et al., 1988) and Ca~"/calmodu-
lin-dependent protein phosphatase (Goto et al.
[983).

Little is known of how the phosphorylation state of
MAP2 and 7 is regulated in vivo and how the rate of

phosphorylation or dephosphorvlation 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. Halichondria
okadaii {Tachibana et al., 1981), and is the major
toxic component associated with diarrhetic seafood
poisoning (for review, see Cohen et al., 1990). OA s
very potent neurotoxin to cultured cerebellar neurons
(Fernandez et al,, 1991) and to hippocampus when
injected in vivo (Kowall et al., 1991). The OA etfccts
on cells are attributed to its properties as a potent and
specific inhibitor of serine/threonine protein phos-
phatases | 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 inhibitor, an in-
creasing number of studies using OA have revealed
novel processes that are controlled by phosphoryla-
tion/dephosphorylation mechanisms.

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 early
changes in the phosphorylation state of MAP2 and r
and alter the neural cytoskeleton prior to neurodegen-
eration,

MATERIALS AND METHODS

Cell cultures

Cerebral cortical cultures were prepared trom 1 7-dav-old
embryonic rats. The brains were removed, and dissected
free of meninges, and minced with forceps in phosphate
buffered saline (PBS)-glucose solution and incubated with
0.2% trypsin at 37°C for 30 min. The cortices were disso-
ctated mechanically using a Pasteur pipet and the pellet re-
suspended in Eagle's minimum essential medium and
Ham's (F-12) (1:1) with 10% (vol/vol) heat-inactivated fetal
calf serum and 5 pg/mi insulin solution. The cells were
plated at a density of 107 cells in 100-mm dishes precoated
with poly-L-lvsine, For immunocytochemical staintng, cells
were plated on poly-L-lvsine-coated. 12-mm round cover-
slips in 35-mm diameter dishes. Cytosine arabinoside 110
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a M) was added to cultures 3 dayvs atter plating to inhibit the
rephcation of nonneuronal cells. The cultures were main-
tarned in a humidified atmosphere (3% CO,/95% air) at
37°C and ted twice a week for use after 10-12 days in vitro.
The cultures were characterized immunocytochemically us-
ing spectfic markers tor astroglial cells {ghial fibrillary acidic
protein (GFAPY and microglia (RCA). By this approach,
we determined that 70-80% ot the ¢cells in culture were neu-
rons.

The human neuroblastoma vell line (MSN) was main-
tained in RPMI 1640 medium containing nonessential
amino acids with 13% fetal calf serum 1 an atmosphere of
5% COL/95¢% air,

tlectrophoresis and immunoblot

Cell cultures were washed in PBS bufter. and a heat-stable
cytoplasm protein fraction was obtained by the modihed
method of Herzog and Weber (1978). Briefly. the cells were
resuspended in 3 mi of extraction bulfer [ 140 mVW/ NaCL 0.8
mM EDTA, 1O mM Tris. pH 8, and 0.1 mM phenylmethyl-
sulfonvt fluoride (PMSF)} and centrifuged for 3 min at 300
£ ina refrigerated centrifuge. The pellet was resuspended in
200 w! of piperazine-V.V-bis(2-ethanesulfonic  acid)
(PIPES) buffer (80 m.MW NaCl, | mM EDTA, t mM MgCl,,
and {00 mM PIPES, pH 6.8, with 0.1 mM PMSF and 0.1
m.3/ leupeptin), and the mixture was frozen at —70°C for 2
h. thawed, and centrifuged at 300 g for 5 min. Pellets wuere
resuspended in 200 ul of fresh PIPES butler, homogenized,
and centrifuged at 300 g for 5 min. Supernatants were re-
tained. 0.75 M NaCl and 0.2% wmercaptoethanol were
added, and the mixtures were boiled for 5 min and centri-
fuged at 300 g for 10 min. The enriched heat-stable MAP
supernatants were collected and stored at -20°C until use.
The total amount of protein was determined by a Biv-Rad
{Richmond, CA, U.S.A)) analytical procedure.

Five micrograms of 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 nitrocellulose paper by the method
of Towbin et al. (1979). After | h of incubation in PBS
solution containing 5% nonfat dry milk and 0.177 Tween-
20, the blots were incubated with the following: AP-13
(1:50), which recognizes MAP2a, MAP2b, and MAPIc
(Tucker et al., 1988); tau 46 (1:1,000), which recognizes a
highly conserved domain in r and MAP2 {Trojanowski et
al.. 1989) and PHF-1 (1:30), a monoclonal antibody that
recognizes a phosphorylated epitope in a population ot r
protewns that are associated with paired helical hlaments
isolated from extracts of Alzheimer's disease brain homoge-
nates (Greenberg and Davies, 1990: Greenbergetal.. 1992).
After 2 h, the blots were washed in PBS/0.17% Tween 20 and
subsequently incubated with goat anti-mouse 1gG, horserad-
ish peroxidase conjugate (1:1,000) for 2 h. Blots were
washed with PBS/0.1% Tween 20. and immunodetection
was performed by enhanced chemiluminescence (ECL kit
tfrom Amersham, Arlington Heights, 1L, U.S.A) and Je-
tected on Kodak X-Omat film.

Immunocytochemistry and morphological analysis
Cells on coverslips were fixed in 100% methanol tor 20

“min on ice, permeabilized with 0.5% Triton X-100 0 nis-

saline butfer. and incubated with AP-18 (1:30y PHE-]
(1:30). and GFAP (1:300) lor 2 h as described by Walozin
and Davies (1987). Immunodetection was performed wath
3. ¥-diaminobenzidine (Sigma, St. Louis. MO, U.S. A0 Us-



ORADAIC ACID INDUCES

ing AP-18 and tau 46, the staining pattern of MAP2h and

MAP2c corresponded to that described at early stages of

neuronal development (Tucker et al.. 1988).

Incubation with QA

Cells were washed twice with Krebs-Ringer medium (128
mM NaCl. 5 mM KCL 2.5 mM CaGl,. 1.2 mAf MeSO,. |

m.} Na,HPO,. 10 mM glucose, 20 m3/ HEPES, pH 7.4),
After a 15-min preincubation period, 10-230 nd/ OA
(Moana BioProducts, Honolulu, HI, U.S.A.) dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO) was added to the ceils and incu-
bated at 37°C over time. DMSO used at a fiinal concentra-
tion of 0.005-0.1% had no effect on cellular morphology or
on MAP2 and r electrophoretic mobility, The incubation
with OA was stopped by washing the cells with extraction
bufler. and the heat-stable proteins containing MAP2 and r
were obtained.

Alkaline phosphatase treatment

Heat-stable protein preparations were incubated at 37°C
for 2 h or 6 hh with 100 units/ml alkaline phosphatase
(Sigma)in 0.1 M Tris, pH 8.4, 1 mM PMSF, and 10 ug/ml
leupeptin, Five micrograms of protein was loaded per lane.

Neurotoxicity assay

Cells were grown on 100-mm dishes and incubated with
Krebs-Ringer medium in the presence of OA at 230 n\/.
Aliquots of the incubation medium were taken at 30, 60,
and 90 min. In addition, after a 30-min incubation. OA was
removed. fresh medium without OA was added. and the
cells were incubated for an additional 24 h. Lactate dehydro-
genase (LDH) activity in the overlying media was deter-
mined using the spectrophotometric method based on the
measurement of NADH oxidation in a pyruvate-containing
medium {Bergmeyer et al., 1963). The results are expressed
as the percentage of maximal releasable LDH by cell lysis
using 0.5% Triton X-100.

Trypan blue inclusion into dead cells was used as an addi-
tional measurement of cell death. Following treatment with
OA, floating and adherent celis were removed from the {lask
and counted. MSN cells were removed by tapping the flask.
whereas the neuronal cells were trypsinized. Cells were
counted in a hemocytometer, and the number of dead cells
was reported as a percentage of the blue cells versus the total
number of cells. All cell preparations were counted in tripli-
cate, and the assays were performed at least three times.

RESULTS
OA induced a decrease in the electrophoretic
mobility of MAP2b, MAP2¢, and 7 in primary
cultures from rat brain -~
Although AP-18 recognizes MAP"a MAP’b and
MAP2¢, only MAP2b and MAP2c are present in neu-
rons at earlv developmental stages, as detected by im-

- munoblottmg in rat neuronal cultures (Cacercs etal.,
1986; Tucker et al., 1988). With equal protein load-

ing, there was less MAPZb 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 1a shows the temporal
course of the OA effects on MAP2. At 3 min after OA

treatment, a shift in electrophoretic mobility of

MAP2c, but not in MAP2b, was observed. After |3

S EARLY CHANGES [N NEURON AL MAPS H75

a b
t 2 3 4 2 3 4
kDa . ’53‘1 )
200~ v-.....'.,...q- ; ..'.
. L ‘ |
97~
c

L e e 1 2 3 4
' Ye wus WD W
43~
FIG. 1. Kinetics of OA effects on MAP2 and r electrophoretic
mobility. immunobiotting was conducted using the following
monoclonal antibodies: AP-18 to study changes in MAP2b and
MAPZ2c (a; upper and lower bands, respectively), and tau 46 (b)
and PHF-1 {¢) to analyze changes in r. Rat cortical neurons were
incubated in the absence (lanes 1, controls) or presence of QA at
a dose of 250 nM for 5 min (lanes 2), 15 min (lanes 3), or 30 min
(lanes 4).

min, changes in the electrophoretic mobility of both
MAP2b and MAP2¢ were detected, and no further
changes were seen at 30 min or 90 min of incubation
(data not shown). The monoclonal antibody tau 486,
which recognizes the carboxy terminus of MAP2 and
r molecules, was used to study MAP2 and 7 immuno-
staining. MAP2 immunostaining with tau 46 was
identical to the staining pattern observed with AP-18
(data not shown), Although a shift in the migration of
7 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-
ease brains (Kosik et al., 1986); therefore, we studied
the effect of OA on fetal r using the monoclonal anti-

body PHF-1. In Fig. lc, we demonstrate the presence

of PHF-I immunoreactivity in untreated rat cortical
neurons (lane 1) and following treatment with OA. As
seen in lane 4, the shift in electrophoretic mobility

was observed 30 min after OA treatment. These re-
sults indicate that = 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 moblhty

The effect of varying concentrations ofOA on thc
electrophoretic mobility of MAP2 and 7 in culture

- was determined by western blot analysisand immuno-

blotting. As shown in Fig. 2, 30-min pretreatment
with OA induced changes in the electrophoretic mo-
bility of both MAP2 and 7. The diminished mobility
of MAP2 and r proteins in the SDS-acrvlamide gel

~ was remarkable at 10. 25, and 250 nj[([‘ug. 2). Again,

the pattern of staining with AP-18 and tau 46 was
identical for MAP2b and MAP2c. No further changes
were found at the higher dose of 500 n.\/ (ddtd not
shown)

A Neurochem. Vol f‘rf N ot
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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
(lanes 1, controls) or presence of OA at different doses [10 nM
(lanes 2), 25 nM (lanes 3), and 250 nM (lanes 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 MAP2¢ (upper and lower bands, re-
spectively; AP-18), b: r (tau 46). c: r (PHF-1).

Human neuroblastoma cells (MSN) were also ex-
amined to determine whether MAP2b and MAP2¢
reacted with OA in an analogous fashion to the rat
neuronal cultures, In MSN cells, the ratio of MAP2¢
to MAP2b protein is similar to that observed in pri-
mary neurons. When OA was applied at 250 nV/ 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 protein
homogenates with alkaline phosphatase prior to
electrophoresis and immunoblotting reversed the
OA-induced decrease in electrophoretic mobility of
MAP2b, MAP2¢, and r

The effect of incubating OA-treated heat-stable ho-
mogenates with alkaline phosphatase prior to electro-

» ‘_ 4 ,‘.:;:-.i : T v o v.ﬁ ' =
57~ - LY
o GBTT vl

FIG.3. OA effects on MAP2b and MAP2c from human neuroblas-
toma cells (MSN). a: Kinetics of the effects of 250 nM OA on
MAP2b {upper bands) and MAP2c (lower bands): controt {lane 1),
30 min {lane 2), 60 min (lane 3), and 90 min (lane 4). b: Dose-re-
sponse effects induced by 30-min QA incubation on MAP2b (up-
per bands) and MAP2c (lower bands) electrophoretic mobility:
- control (lane 1), 250 nM (lane 2), and 10 nM (lane 3).
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FIG. 4. Alkaline phosphatase reverses the electrophoretic 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, MAP2¢), tau 46 (c, ), and PHF-1 (d, r). Rat
cortical neurons were incubated in the absence (lanes 1, 5, and 9)
or the presence of 250 nM QA for 5 min (lanes 2, 6, and 10), 15
min (lanes 3, 7, and 11), or 30 min (lanes 4, 8, and 12). Following
OA treatment, equivalent amounts of heat-stable homogenate
were incubated in either 0.1 M Tris, pH 8.4, containing 1 mM
PMSF and 10 ug/ml leupeptin (lanes 1-4}, or 100 units/ml alkaline
phosphatase in Tris buffer for 2 h (lanes 5-8) or 6 h (lanes 9-12),
Five micrograms of heat-stable protein homogenates was loaded

- per lane,

phoresis and immunoblotting was examined to deter-
mine whether the effect of OA on MAP2 and r was a

- direct result of protein phosphorylation. As shown in

Fig. 4, increased migration of MAP2 (Fig. 4a and b)
and = (Fig. 4¢ and d) was observed following treat-
ment with alkaline phosphatase. Both 2-h and 6-h
treatments with 100 units/ml alkaline phosphatase

~were efficient in removing phosphates from these
phosphoproteins. The data suggest that AP-18 recog-

nizes a phosphorylated epitopeon MARP2b; 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 morphologual ch.mges

induced by OA -
To determine whether inhibition of phosphatascs

“results in changes in the neuronal cytoskeleton, rat
, ‘pnmarv cultures were treated with 250 nM OA over
time and subsequently stained with antibodies for

MAP2Z (AP-18) or + (PHF-1). In untreated cortical
cultures, the majority of the neurons showed immuno-
reactivity to AP-18 (Fig. 5a). Staining was seen in the
cell body and neurites. Following a 5-min incubation
with QA, the pattern of staining of MAP2and r and
the cellular morphology began to change. At 5-30
min, there was dramatic neurite retraction and
clumping of cell bodies, with the majority of MAP2
immunoreactivity observed within the cell bodies
(Flg, 3b-d). ‘ :

'PHF-1 immunoreactivity was prcsent m almost all :



ORNADAIC ACID INDUCES EARLY CHANGES IN NEURONAL MAPS 677

FIG. 5. Neuronal retraction and altered MAP2 staining observed in the presence of OA. a: Untreated rat cortical neurons (10 days in vitro)
immunostained with the monocionat antibody AP-18 to MAP2b and MAP2¢. Staining is observed in cell bodies and dendrites. After 250 nM
OA exposure for 5 min (b), 15 min {¢), and 30 min (d}, an increase in the MAP2 immunoreactivity is observed over time while neuronal

processes retract. Magnification: <42.

neurons and was seen mainly in neuronal processes.
The pattern of staining was different from that of AP-

18, as PHF-1 stained axonal processes and bundles of

fibers (arrowhead) that connected groups of neurons
and only sparse staining was observed in neuronal
soma (Fig. 6a). Following a 5-min (Fig. 6b) and 13-
min (Fig. 6¢) incubation with 250 nM OA, the pattern
of PHF-1 staining was clearly different. An increase in
PHF-1 immunostaining within cell bodies was ob-
served. In addition, degeneration ol the neuronal
branches, as well as the fiber 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 min)
induced retraction of 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 QA, cultures were grown in the
absence of cytosine arabinoside and then were stained
with AP-18 and PHF-1. OA-treated cultures. stained
with AP-18 or PHF-I, demonstrated the same mor-
phology in the presence and absence of the previously
added cvtosine arabinoside (data not shown). As
shown in Fig. 8. astrocvtes within the culture were
attected dramatically by OA. Glial cells stained with

antibodies to GFAP showed changes in shape and in-
tensity of staining. Prior to OA treatment, the major-
ity of the astrocytes were flat with short processes (Fig.
Ra). After exposure to 250 nM 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 assay

LDH activity was monitored as a tool to evaluate
neuronal death during the course of the experiments.
Figure 9 shows the activity of this enzyme expressed
as a percentage of the maximum LDH activity releas-
able after 30-, 60-, and 90-min incubation with 230
n.y OA and at 24 h following a 30-min exposure to
250 n.¥ OA. The LDH release experiments showed
that at 24 h more than 30% of the total enzyme was
released from damaged neurons. In addition. trypan
blue incorporation into cells was examined following
treatment with OA. In the neuronal cultures and the
MSN cells. there was no difference in the untreated
control, DMSO-treated cells, or OA-treated cells at 90
min: :\pproxinmtely 1% of the cells were trypan blue-
positive. At 24 h. 26% of the OA-treated neuronal
cetls were trvpan blue-positive: the untreated controls

Lo Newrochen Lol 6 N Y [wud
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FIG. 6. Increased r immunostaining and degeneraton of fiber bundies and neuronal branches following OA treatment. Rat cortical
neurons {10 days in vitro) were iImmunostained with the monoctonal antibady PHF-t. a: Basal levels of immunolabel and the well defined
bundles of fibers (arrowhead). After 250 nAMf OA exposure for 5 min (b), 15 min (e), and 30 min (d), the pattern of PHF-1 staining is lncreased
within cell bodies and the degeneration of fiber bundles and neuronal branches is evident. Magnification: <83.

incubated in the Krebs-Ringer medium for the same
period of time had 33% trypan blue-positive cells. The
total cell numbers in the OA-treated cultures and the
untreated cultures were not dramatically dilferent
(4.7 X 108 versus 3.3 X 106 cells). MSN cells treated
with OA in Krebs-nger solution for 3.5 hor 24 h
had 13% and 38% trypan blue-positive cells. respec-
tively, as compared to 9% in the DMSO-treated or
untreated control cells.

DISCUSSION

OA induces electrophoretic shifts in MLAPs
The toxin OA causes remarkable and early changes
in the electrophoretic mobility of MAP2 and r and

has dramatic effects on the cytoskeleton. Alkaline

phosphatase treatment of heat-stable homogenates
previously treated with OA reversed the induced shitt
in the electrophoretic mobility of MAP2 and - pro-

teins, demonstrating that OA affects phosphors lution

~as a result of protein phosphatase inhibiton. Al-
though OA is a potent neurotoxin (Fernandes ¢t al .
1991: Kowall etal., 1991), we have demonstrated that
neurons and astrocytes are affected by OA hctl‘u A
neurotoxicity is evident, Microglia appear to be unat-
fected at the times and doses examined.

S Newrochem., Vol 61, Ny, 2. tyws

Both MAP2b and MAP2¢ were affected by OA, but
the changes in MAP2c preceded those of MAP2D.
The change in MAP2c was observed atter 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 dramatic than
was observed for MAP2b. MAP2c lacks a large por-
tion of the projection arm of MAP2b, and the absence
of this region may lend flexibility to neurons during
development.  Also, MAP2c¢ 1s not as eflicient as
MAP2b in binding to microtubules. It is possible that
differential phosphorylation of MAP2b and MAP2¢
is involved in creating this flexibility. This hypothesis
would be supported by the morpho}ogic data, which
demonstrate retraction of neurites in the presence
ot QA.

MAP2 and = are efficiently dephosphorylated in vi-
tro by protein phosphatases | and 2A (Yamamoto et
al.. 1988) and by the Ca**/calmodulin-dependent
protein. phosphatase, calcineurin (protein phospha-
tase 2B: Goto et al.. 1985). Protein phosphatase 2A'1s
inhibited completely by | nV/ OA, whereas protein
phosphatase | is resistant to this concentration. butis
inhibited completely by | w M in vitro (Bialojan and
Takat. 1988) and in vivo (Haystead et al., 1989). Our
results suggest that protein phosphatase | 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 visualized directly
by using a phase-contrast microscope. a: Normal marphology 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 MAP2 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.M. All eliects
on intact cells were maximal at 250 n.M.. However,
heat-stable MAP2b and MAP2c extracted from the
human neuroblastoma cell line MSN were unatiected
by 10 n.W OA, but were affected by 250 n.V/. This may
be due to the tumorigenic nature of the MSN cells.
Two subcellular distributions of r have been re-
ported in neurons: a highly phosphoryiated » mainly
located in the somatodendritic compartment. and a

less phosphorviated r in axons (Papasozomenos and
Binder. 1987). Biochemical evidence suggests that ab-
normal 7 from Alzheimer's disease brains is found in
the somatodendritic compartment (Delacourte et al.,
1990). If this is the case. OA-induced increases in
phosphorvlation of r-related PHF proteins and the
change in subcellular distribation observed may be a
useful system to 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 of 7 was observed with
tau 46 and PHEF-1. The fetal human and ratforms of =

FIG. 8. QA effects on the astrocyte cytoskeleton. Cultures aere
stained with anti-GFAP. Prior to QA exposure, astrocytes are flat
and with short processes (a). Atter exposure to 250 nM QA for 15
mun (b) or 30 min (€), the astrocytes appear stellate and extengad
processes are evident. Magnification: <155
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FIG. 9. Early cytoskeletal changes precede OA-induced cell
death. The soluble enzyme LDH was used as an index of neura-
nal death after QA exposure. Cortical neurons were platedin 100-
mm dishes, and the assay was conducted by removing afiquots of
the Krebs-Ringer medium after 30, 60, and 90 min in the pres-
ence of 250 nM QA and at 24 h following a 30-min exposure {0
250 nM OA, 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
immunization 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
MAP?2 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 found
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
detectable release of the LDH into the cellular me-
dium and less than 1% of the total cell population was
trypan blue-positive,” At 90 min, we observed dra-

matic changes in the electrophoretic mobility 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 be re-
flected by either direct or indirect changes in the phos-
phorvlauon equilibrium of MAP2 and 7. An indirect
way in which these MAPs might be atfected 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 phosphorvlation

JoNewrochem., Vol 61, No. 73. [ov3

of MAPs and alter neuronal morphology. We have
determined that a range of concentrations of the Ca**
ionophore A23187 alters the electrophoretic mobility
of MAP2 over time; however, none of these condi-
tions results in the morphologic changes observed in
the presence of OA (manuscript in preparation), Qur
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 of a wide array of cellular proteins. QA-
induced rounding of monolayver neuroblastoma cells,
condensation of chromatin, and reorganization of the
cyvtoskeleton typical of apoptosis rather than necrosis
have been reported (Boe et al,, 1991). Disruption of
the neurofilament network in rat dorsal root ganglion
neurons with | u.Vf OA following 30 min of treatment
has been observed (Sacher et al., 1992), In the pres-
ence of nanomolar amounts of OA, neurite degenera-
tion was detected in nerve growth factor-primed
PC12 cells (Chiou and Whitehead, 1992). In a cell-
free system, QA induced changes in the dephosphory-
tation rate of B-50, a phosphoprotem related to neural
development and neurotransmitter release (Han and
Dokas, 1991), and in cerebellar granule cells Ca®*/cal-
modulin-dependent. protein kinase II was also af-
fected (Fukunaga et al., 1989); however, in these stud-
ies, the dose of OA was higher and time ot exposure
was considerably longer.

In conclusion, OA isan extremely powerful tool for
studying the regulatory processes involved in the
phosphoryldtxon/dephosphorylatnon of cytoskeletal
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 in'hibitor dihydrokainate (DHK) into rat
dorsal hippocampus were used to determine if changes in the levels or distribution of the
microtubule-associated protein MAP2 are assocciated with the mechanisms of
neurotoxicity. After 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 a_ftérdrug_expo*sure,‘ and |
at this time accumulation of MAP2 into the somata of pyramidal neuro.ns _becarﬁé evident»;
The neuronal damage and the changes in MAP2 induced'by D_HK-were'at_. all iimes |
restricted to the CA1 region and were totally prevented by the N-méfhyI-D-aspartate, .
(NMDA) receptor antagonist (+)-5methyl-10,1 1 -dihydro-SH-dibenzo[a,ld']cyc,lohéptéh-5',1o- B
imine maleate (MK-801)buthot bythenon-NMDA rec_eptor'antagohist2',:3-d'ihydro.'6-nvitr'o~ |
7-sulphamoyl-benzo(f)-quinoxaline (NBQX). In contrast, after'12v-_48 h the KA-induced
alterations incl'uded CA1, CA3y CA4 Subfields, 'a-nd they wgre prevented byNB:(.)XV, but
not by MK-801, only in CA1. These results s.howearly, MAP2 disrhption as_s;ociatéd -With
._excitotoxicity »prod»u,c,éd by overactivatvion of different glutamate rebeptbrs located in

discrete hippocampal regions.



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

56,7,12,13 and

such as stroke, ischemia or slowly progressing neurodegenerative diseases
Functiona! 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 o-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionate (AMPA) or kainate (KA). At present. however, it
is an open question which kind of EAA receptors is activated during ah in vivo acute or
chronic increase of the endogenous glutamate levels, and what is the'contribution. of the
different EAA receptors in glutamate-induced neurodegeneratioh. The neurotoxic actions |
of glutamate can be observed by activation of different subtyp_es of_'glutamatereéeptors
with specific agonist® or by inhibiting its high affinity uptake®. |
Cytoskeletal protsins play important roles in maintaining neuronél to‘rrﬁ and function
and appear to be abnormally processed in Alzheimer's disease"”. Microtubulé—assoCiatéd |
proteins (MAPSs) are a heterdgeneOUS group of proteins that colvovc'alize' with micrbtﬂbuies. |
'_.On'e of the most prominehtM_APs is the heat-stable MAPZ, V,Which is involved in the
stabilization of microtubules, the organization of intrac'elluvlarv organellés and in the

‘maintainance of neuronal cytoarchitecture'®. Moreover, MAP2 can function as a substrate

- 'f_or. second messenger-regulated proteins, which suggests that it might play a role in

transducing ,neurOtransmitter'signals in neurons®. MAP2 is a dendritic phosphoprotein



which is very sensitive to proteolysis induced by ischemia or by EAA receptor agonists,

11833 and in neuronal cell cultures™.

both in vivo

The aim of the present work was two fold: 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 could be produced by
dihydrokainate (DHK), an inhibitor of the glutamate transporter®'>?, Furthermore, the
specific NMDA receptor antagonist (+)-5methyl-10.1 1-dihydro-5H-dibenzo-
[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate (MK-801) and the non-NMDA receptor antagonist
2,3-dihydro-6-‘nitro-7-sulphamoyl-benzo(f)-quinoxaline (NBOX) were tested as potential

blockers of DHK- and KA-induced neukonal changes.

EXPERIMENTAL PROCEDURE
Stereotaxic injections. | | |
Male Wistar rats (220-250 g weight) were used throug_hout the study. Animals were
anesthetized w'itth 3-4% halothane in 95% 0,5% CO, 'mixtdre_ ahd sécu‘red in a |
stereeiaxic frame with the nose bar positioned at -3.3 mm. Unilatereli injeetiOns were
made into felllowihg ceordinates, with reference to bfegmeész A38,L 26 and V’3.7'_; DHK
| .end KA were dissolved in1M NaOH' and the pH was adjds‘ted to 7. 07 5Vand brought |
to the deSIred volume with 10 mM phosphate buffer pH 7 4, KA (2 nmol/ul) and DHK (200'
nmol/ul) were mfused inat ul volume at a rate of 0.5 p/min, usmg a mlcrosynnge
'mounted in a mlcromjectlon pump (Carnegie model CMA/100) Control ammats were‘

injected wn’( 1 ul of 10 mM phosphate buffer, When the effect of MK-801 was tested nt.‘ |



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 56 nmol/ul. 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 after intrahippocampal injections, the control and treated rats
were anesthetized and perfused transcardially with 250 ml of 0.9% NaCil followed by 250
ml of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate butfer pH 7.4. Brains were removed, left
in fixative for 24 h, and transterred successively to 10, 20 and 30% sucrose (24 h each).
Coronal 40 um thick sections were obtained in a cryostat and alterhate sections from
each brain were used for cresyl violet stain and for MAP2 immunocytdbhe_mistry. For
immunocytochemistry, free-floating sectiohs were incubafed at room tem_pe_ratl_J"re for 30
min in phosphate buffer saline (PBS)'cdntaining 0.25% triton X-100 and 3% H,0, and left

ovemight at4°C in 5% albumin-PBS. Slices wére then exposed_,for 72 h'at 4°C to a 5% -

albumin-PBS solution conta.ining'the MAP2 primary antibody (5 ug/ml). At the end of this
period the slices were incubated twice with PBS (5 min each) and "proc‘:e'ssed USirig the
anti-mouse | |gG= (1:500) and the Vectastain ABC-biotin-avidih#perOXidé_se~ kit, with
diaminobenzidiné .tetrahydrochloride a.s substrate. Negative cohtrcls 'conSisfed df;
eliminating thé pri»méry.antibodies»from the procedure. Nonv-injécted Vhippocarr}pUS from
drug—tréated fats, as well as phosphate buffer injected hvibp'ocampus. from contro_l ra“ts"

'Weré- evaluated as 'fu,r,ther 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 frdm 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 Niss] |
staining, that_ .began as early as 3 h, particularly in the CA1 area (Fig.- 1a-d, top paneIS). |
After 12 h., neuronal loss progressed .to involve pyramidal neurohs in CA1, CA3-4 and
some granular neurons in the dentate gyrus, which appéared : pycnotic.and intensel_y
stained. This pattern of cell _damage'_ persisted at 24 h (Fig. '1a-'d,"¢ehtsr and bcjttovm" -
- panels) and 48 h (not .shown). The excitotoxic damége elicited by KA was partially
__'prevented by the coinjection of the non~NMDArQCeptor antagohist‘ NBQX. In agreement |
with a pr,evious report (Moncada et al., 1991), this antagonist' protec:ted CA1 ~subfield at
all times stu_died. vbu»t was ineffective to protect CA3-4 'subfielld's (Fig. 2a-d, top" panel only‘

24 h shown). In contrast, 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 after 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 loss 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 hippecampus was observed mainly in
the dendritic fields of all regiOns notably in the apical derrdrites of ihe CA1 pyramidal_ |
~ neurons in the stratum radiatum and their branches in the stratum moleculare .

Immunostarnmg was also visible in the network of processes rn the stratum orrens,

probably corres pondrng to basket cells dendrrtes and basal dendrrtes of pyramrdal cells" o

(Fig. 1e). In the CA3-0A4 region the dendrrtrc branches of_pyramrdal neurons were
intensely stained (Fig. 1g), as well as the dendrites of granule _cells within the dentate |
gyrus. In all hippecampal subfields perikarya were only slightly stainad (Fig. 1e).
Notable changes were observed in the pattern of MAP2 diStribution after KA injection,
“and the time c’ourse of these»changes»ea’n be correlated with thaf of neuronal darrrage
At 3 h after KA administration a notable decrease of dendritic rmmunostamrng was‘

- observed in CA1 and to a less degree aiso rn CA3-4 subfrelds (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. 1e-h, center panels). At24 h a
total loss of MAP2 staining in dendrites occurred and the immunoreactivity persisted in
neuronal somata (Fig. 1e-h, bottom panels). In excellent agrerement 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 pronbuncéd at 3 h and, aé 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). Similarly to the
morphological alterations, pretreatment with MK-801, but not with NBQX, _'p-r'e'\_/éntéd the
DHK induced changes in. MAPZ (compare Fig. 4d, bottom right panel, with'Fig..yzd'bouom

panel).

DISCUSSION
KA- and DHK-induced selective neuronal loss
- Most of the studi»es of neuronal damage in vivo with KA have been carried out at
relativ’ely. long periods after injection’. In the present study we show that
neurode.generatio»n occu»rs as early as 3 h after thé intrahippbcampal administration of KA,

and that at 12 h the intensity of damage is already cOmparabIe'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 used® and the damage was restricted to CA3-4
hippocampal subfields. At the 2 nmol dose used here, KA effects were found in CA1,
CAS, 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, s_ince such
receptors are highly qoncentrated in this region, as judged from radioactive AMPA binding
studies'®?%?’ and from the distribution of the corresponding mRNA'®, 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 receptor®. A éimilar prctectibh by NBQX has been
- previously reponed at much longer time periods after KA injection'z‘..'\!n_ co.ntras'ti to CAT1,
in CA3-4 the effect of KA is probably mediated by an ag_o'nist action on the hightaﬂivnity -
KA receptor, since this recepto'r subtype_is.hi'ghly concentrated._ in CAS-435 and NBQX

which is only a weak antagonist of KA binding®, was without.s'ignificant protective effect.

The neurodegeneration pro‘duced by DHK in thev hippocanipus hés not beeh'
previously répoi'ted, and it is consistent with its notable neurotbxiceffect in the striatum |
| at.7}days aft’er’ i»n’tr’astriatal administration'®. The hippocampal damagé ~sh6wn .'Iierefwas |

| evident as early' as 3h vaftervyinjection' and, in contrast'to the 'damage,prodﬁsced by KA; it |

‘was surprisely restricted to the CA1 vregion at all times studied. DHK is an inhibitdr of



glutamate transport*?® and it has been shown to increase the extracellular concentration
of glutamate in vivo*'*?%, 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'®. Furthermore, the epileptiform activity induced by intrahippocampal
administration of DHK was also not correlated with increased glu‘tamateA levels but
involved activation of NMDA receptors, since it was blocked by NMDA receptor antagonist
D-2-amino-5-phosphonovalerate®. These data suggest that the neurotoxic action of DHK
found in the present work was not due. ornly to augmented extracellular glutamate but to
a direct activation of EAA receptors. Since the damage was obse.rve_d only in the CA1
subfield and it was completely prevented by the NMDA receptor antagon‘istMK»-Bm but
not by NBQX, we conclude that such receptors are of the NMDA type Cons:stently with
this concluswn the NMDA receptor subtype is much more clbundant in CA1 than |n the |
other hippocampal subﬂelds which were not affected by DHK (Young. et al 1991)
Changes in MAP2 fmmunoreact:wty |

The effect of EAA receptor agonists on MAPE-_protein_ has been examined inv |
different biological preparations. Pharrnécological stimulation of rat hippocémpal'neurons' |
by intracer_ebrdventricular administration of KA or NMDA induces,selectiﬂ/e loss of MAP2
inhippdcampal homngenatesa‘ and in the CA3 reg'ion 3 h after intrahippbcampal ~injection
~of KA®. D |fferently from these studies, we have found a temporal pattern of changes in E
| MAP2 dlstnbutlon after KA in the CA1 and CAB 4, the regions SUoCGDthle to KA

neurotoxnc:ty, consnstmg of an early loss in dendritic .MAP2 smmunoreact:vnty after 3 h,

10



when neurons apparently are still alive (as seen by Nissl staining), followed by an
accumulation MAP2 immunoreactivity in neuronal somata at 12 h after 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
above). Furthermore, this susceptibility appears initially as an intraneuronal redistribution
of MAP2, from its normal dendritic localization to the neurdnal somatas, followed by a
later phase, characterized by loss of the prdtein, probably due to hydrolysis by activation
of calpain | or other Ca®-dependent proteases®®, at a time when the Niss| staining
showed highly damaged neurons. A possible mechanism of the apparentMAPQ
redistribution is a disruption of microtubule function due to an incréased Ca?*" |
concentration®, or a structural protein change due to phosphorylation‘-“. ltié interesting'
that perykafial accumulation and loss of d_endritic immunorea'cti‘v'itybf MAP?_ afteﬂf KAnd
DHK are similar to those occurring post-mortem ln -human anq rat'hippdc_a.mp&s“"and.

reproduce some aspects of the neurofibrillary tangles formation in Alzheimer disease'.

CONCLUSION
In the preé.eht paper we desc’ribé temporal changes in the intraneuronal distributioh o
of MAP2 due to activation of ditferent EAA receptors by KA and DHK. that c'ari'bet .

preventéd specifically by MK-801 and NBQX, in several regions of thé 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 (panels a-d) and MAP2
immunoreactivity (panels g-h) after KA injection. The non-injected control hippocampus
is shown in the left panels (a,e and ¢,g) and the KA-injected hippocampus in the right
panels (b,f and d,h), after the time shown above 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 region are
unchanged (compare ¢ and d). A loss in dendritic MAP2 immunoreactivity is observed at
3 h in CA1 (compare e and f) while CA3 was less affected (comp'are g and h). After 12
h of KA the loss of cells in CA1 and CA3-4 became evident (a-d), as well as dendritic loss
and perykarial accumulation of MAP2 in CA1 (compare g and f) and CA3-4 (compare g :
and h). 24 h after KA the cell loss is prominent in all regions except CA2 (a-d) and the
MAP2 immunoreactivity is observed in CA1 and CA3-4 (_e__-b_).- Each micfograph is

- representative of 5 sections from 4-6 different animals.

Figure 2 Protective effect of NBQX on KA-induced and Ia'ck_ of effect on DHK-induced‘
neurotoxicity._NBQx was coinjected with KA or DHK and ._its pr:otectivé ‘abtioh was
evaluated 24 h later. Ckesyl violet staining is éhown in the. top micrographs and MAPE
| immunostaining in the bottbm micrographs. NBQX combletelvy prevented the cell loss and |
the MAP2 changes prbdubed by KA in CA1 (c0n1pare a with b and g with f) while CA3
‘was not profeded (compare g with d and g with h)- NBQX failed to pfotect the DHK-

~ induced cell loss (compare a and b) and MAP2 changes (compare ¢ and d). Micrographs

18



are representative of 5 sections from 4 different animals.

Figure 3 Lack of protection by i.p. MK-801 against cell loss (a-d) and MAP2 changes (e-
h) induced by KA, in both CA1 and CAS3 regions. Micrographs are representative of 5

sections from 4 different animals.

Figure 4 Temporal course of changes in cresyl violet staining (panels a,b) and MAP2
immunoreactivity (panels ¢,d) after DHK injection, and the protection by i.p. MK-801. The
non-injected control hippocampus is shown in the left panels (a,¢) and the DHK-injected
hippocampus in the right panels (b,d). 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 b) and a dramatic loss of dendritic MAP2 '(compar‘e
c and d). At 12 h there is a substantial loss of cells in CA1 (compare a and b) and MAP2
is concentrated in neuronal somata (compare d with ¢ and with d at 3 h). At 24 h the cell
loss pefisted (compare a and b) and the somatic MAP2 decreased ndtably (compare d
with ¢ and with d at 12 h). All these changes were totally prevented by i.p. MK-801, as
shown ih the bottom right panels. Micrographs are repesenfative of__5' sécti'ohé from 4-8

different animals.
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Rapid Communication

Journal of Neuroscience Research 41:561-366 (1995)

3-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

Deparntamento de Neurociencias, Instituto de Fisiologia Celular.

México, D.F., México

B-Amyloid protein (BAP) 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
AP, particularly its fragment 25-35, may induce
neural growth or render neurons more vuinerable to
excitotoxic insults by a mechanism involving intracel-
lular Ca** 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
Ca**, 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 pM 25-35 fragment resulted in a
140% increase of glutamate and aspartate release
stimulated by K™ depolarization, compared with the
control-stimulated release. These effects were strictly
dependent on external Ca®*. Neither the K™ -stimu-
lated release of y-amino butyric acid (GABA) nor the
release of glycine, glutamine, taurine, or alanine,
which was not stimulated by high K*, 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 K" -induced release of both aspartate and
glutamate was also higher. Fragment 25-35 also po-

“tentiated the K *-induced release of these two amino

acids, although to a lesser extent than in young tissue.
These results indicate that glutamate is retained less

@ 1995 Wiley-Liss, Inc.

Universidad Nacional Auténoma de México,

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
B-amyloid peptides. © 1995 Wiley-Liss, Inc.

Key words: B-amyloid peptide, excitatory amino ac-
ids release, hippocampal slices, Alzheimer’s disease

INTRODUCTION

B-Amyloid protein (BAP) deposition is one of the
pathological hallmarks of Alzheimer’s disease (AD)
(Braak and Braak, 1994). Although BAP 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 B-amyloid precursor protein gene
(Games et al., 1995). BAP contains 3943 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 al.,
1993), and their neurotoxicity can be prevented, both in
vitro and in vivo, by the structurally related peptide sub-
stance P (Yankner et al., 1990; Frautschy et al., 1991).

- Several lines of evidence suggest a potential role of
Ca** in the neuronal actions of BAP. Particularly inter-
esting is the ability of BAP to disrupt intracellular Ca**
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homeostasis after exposure to the Ca®" ionophore
A23187, after high potassium depolarization, or after
stimulation by glutamate, with a consequent potentiation
of excitotoxic mechanisms of cell death (Mattson et al.,
1992, 1993). Furthermore, BAP 1-40 seems to form
Ca’* channels when incorporated into artificial phos-
pholipid bilayers (Arispe et al., 1993). Therefore, and in
view of the Ca** dependence of neurotransmitter re-
lease, it seems possible that BAP peptides can alter such
release. The aim of the present work was to test this
hypothesis. We studied the elfect of the AP 25-35
fragment on the release of endogenous amino acids, with
a focus on glutamate, in rat hippocampal slices from
young and aged rats.

MATERIALS AND METHODS

Muale Wistar 3-3.5-month-old and 23-25-month-
old rats (Camm Research Lab Animals, Wayne, NJ)
were Kitled by decapitation and the whole brain removed
and placed in a vibroslice chamber (Campden [nstru-
ments), immersed in cold Krebs-Ringer medium of the
composition described below. Coronal cerebral slices
(300 wm thick) were obtained, the hippocampal structure
was quickly removed, and three hippocampal stices were
ptaced in a multichamber incubator (Stoelting [nstru-
ments), in 0.3 ml of an oxygenated Krebs-Ringer me-
dium of the tollowing composition (in mM): NaCl 113,
KCl 4.8, KH,PO, 1.2, CaCl, 2.5, MgSO, 1.2, glucose
10, and NaHCO, 20, pH 7.4. In some experiments Cu™*
was omitted and 0.1 mM EGTA was added to the me-
dium. When a depolarizing K™ concentration was used,
KCl was increased to 50 mM and NaCl was proportion-
ally diminished. BAP peptide fragment 25-35 and sub-
stance P (Sigma, St. Louis, MO), as well as a scrambled
sequence of fragment 25-35 (NH,-IMLKGNGASIG-
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 I hr preincubation period in the
absence (control) or presence of the peptide to be tested.
Aflter 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 medium (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 untit ana-
lyzed by high-performance liquid chromatography
tHPLC). 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 253~35 was not preincubated with the tissue,
but it was added in the high potassium medium. Except
for these experiments, in the experimental chambers all
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 after de-
rivatization with o-phthaldialdehyde as previously de-
scribed (Salazaret al., 1994). The following amino acids
were measured: glutamate, 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 I, basal release of
glutamate, aspartate, and GABA from young rats was
much lower relative to the other amino acids studied, and
only the release of these three amino acids was stimu-
lated by K" depolarization (90% stimulation for aspar-
tate, 3d0% for glutamate, and from undetectable values
to 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 stimuta-
tion was clearly Ca** dependent in the case of aspartate
and glutamate, but only partially affected by Ca®* omis-
sion in the case of GABA.

When fragment 25-35 was not preincubated but
added to the high K medium at a 10 uM concentration,
no significant differences were observed in the stimu-
lated release of amino acids, compared with control
slices (n = 4, results not shown), When the slices were
preincubated for | hr with 10 pM of fragment 25-35,
basal amino acid release was not atfected, 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 depen-
dent on external Ca®* and was not observed in the post-
depolarization fraction. None of the other amino acids
measured was affected by pretncubation with fragment
25-35 (Fig. 1 and Table D).

In other experiments, different concentrations of
fragment 25-35, preincubated tor 1 hr, were tested. As
shown in Table II, a significant potentiation of the K" -
stimulated release of glutamate, but not aspartate, was
observed at 1 wM concentration. Maximum potentiation
tor both amino acids occurred with 10 pM of fragment
25-35: at 30 and 100 pM the potentiation was consid-
erably lower. In view of this finding, we carried out
spectrophotometric analyses of solutions of fragment
25-35. It was found that after 1 hr of incubation at 37°C
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Fig. 1. Effect of I-hr preincubation with 10 uM fragment
25-35 on aspartate, glutamate, and GABA release, in the ab-
sence and presence of Ca** 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 nmol/mg protein/fraction, Means = SEM for 13
(Ca**)and 3 (no Ca**) independent experiments. *P < 0.03;
P < 0.01, compared with control,

under our experimental conditions there was nil absorp-
tion in the visible range (340-700 nm) when the concen-
tration of the peptide was 1 pM or 10 M, whereas at 30

M and 100 M 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 atfected glutamate and as-
partate 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 hipporampal slices
from aged rats is shown in Table [ and Figure 3. The

B-Amyloid 25-35 Stimulates Glutamate Release 563
busal release of the amino acids did not differ signifi-
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. | and
3. As in the case of young rats, only glutamate, aspar-
tate. and GABA release was stimulated by K™ depolar-
ization. Interestingly, for’ the three amino acids the
amount released by stimulation was two to threefold that
observed in young rats, although in terms of percent
stimulation no significant differences were observed, due
to the high basal release of aspartate and glutamate (Figs.
I, 3).

Preincubation of slices from aged rats with frag-
ment 25-33 did not significantly affect basal amino acid
release. Under K™ depolarization a 50-100% potentiat-
ing effect on glutamate and aspartate relgase was ob-
served, although this potentiation did not reach statistical
significance due to the relatively large variability. As in
the case of young rats, the K "-stimulated release of
GABA was not affected by fragment 2535 (Fig. 3).

DISCUSSION

The present results demonstrate that BAP fragment
25-35 stimulates the depolarization-induced release of
excitatory amino acids, but not the basal release, after |
hr of preincubation with hippocampatl slices. The finding
that this effect occurred only under depolarization con-
ditions, which lead to Ca®* entry, and that it was strictly
Ca** dependent, suggests that alterations in the intracel-
lular homeostasis of this cation may be involved in the
mechanism of action of fragment 25~35. Consistent with
this interpretation is the fact that in human hippocampal

“neuronal cultures the increase in cytoplasmic Ca®* con-

centration induced by K™ depolarization, excitatory
amino acids, or the calcium ionophore A23187 is poten-
tinted and maintained for considerably longer periods

‘when tragment 25~35 has been present in the medium

tor 24 hr (Mattson et al., 1992, 1993). Furthermore, in
freshly dissociated neurons from adult mouse brain,
short preincubation with fragment 25-35 at 1-5 pM
concentrations produced an amplification of the rapid
K *-induced increase in intracellular Ca** that lasted a
few minutes (Hartmann et al., 1993), in good correlation
with the temporal course of our observations. o

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 hippocams- -
pus were not released by K™ depolarization (glutamine,
alanine, glycine, and taurine), and were not affected at
all. This selectivity is also in agreement with a Ca®"
participation, since the high K ¥ -induced release of glu-
tamate and aspartate was Ca®* dependent, as has been
described in hippocampal tissue (Ottersen and Storm-
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TABLE 1. Lack of Effect of Fragment 23-35 on the Release of Glutamine, Glycine, Taurine, and Alanine in Hippocampal Slices

From Young and Aged Rats*

Glutamine Glyeine Taurine Alanine
Young Veed Young Aved Young Aged Youny Aged

Basal

Control 45 %03 32 =15 .6 = 0.2 23 =006 1.2 =01 2ot 04 7 =03 1.7 = 0.2

Fragment 25-33 55203 53 =14 2202 27 =403 .6 = 0.2 1.7 203 1.3 202 1.7 = (.2
K™ depolarization

Control 4.0 = 04 4.1 =13 20 =02 15 =06 bl =01 1.8 = 0.5 1.5+ 0.1 18 = 0.2

Fragment 25-35 4.0 =03 52% 1.5 2.1 =02 3.3 = 0.6 [.5 = 0.2 1.7 203 [.§£0.2 260 204
Post-depolarization

Control 30203 23x06 17x02 16=04 16202 10=01 1502 09 =01

Fragment 2535 34 =03 Ig =1 20 =03 2.7 =07 1.7 £0.1 .6 £ 0.2 4 =01 1.7 = 0.2

*Values are nmol/mg protetn/5 min and were
Means = SEM for 13 (young) and 11 (aged) rats,

TABLE I1. Potentiation of the K*-Stimulated Release of
Aspartate and Glutamate by Preincubation With DifTerent
Concentrations of Fragment 25-35 in Hippocampal Slices From
Young Rats'

Fragment 25-35

concentration (M) Aspartate Glutamate

0 0.82 = 0.21 195 =410

l .19 = 0.19 3183 = 0.65*
10 1,98 = (.31 5.08 = (0.68%*

30 1.03 = 0.21 3.36 = 0.63

100 098 = 0.14 303 =044
"Values are nmol/mg protein/§ min released by K depolarization

after subtraction of basal values, Means = SEM for tm. to cight rats.
*P < (.05,
*+p < 0.01, compared with control,

Mathisen, 1989; Flavin and Seyfried, 1994), By con-
trast, it is well established (Arias and Tapia, 1936;
Adam-Vizi, 1992), and confirmed in the present work
(Fig. 1), that GABA release is only partially Ca** de-
pendent. Therefore, if fragment 25-35 acts through
Ca*"-dependent mechanisms, their lack of elfect on
GABA release was to be expected.

The maximum potentiating effect of fragment
25-35 on glutamate release was found at a 10 pM con-
centration, and a considerably lower effect was observed
at 30 and 100 M. 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 sites.
This interpretation is supported by our spectrophotomet-
ric observations, since no absorbance was observed at |
M or 10 uM concentration and a linear increase in

turbudlty was found at 30 uM and 100 uM, indicating
aggregation of the pepnde at these concentrations. BAP
peptide aggregation in aqueous soltutions, including that
‘of fragment 25-35, has been previously reported (Bur-
dick etal., 1992; Pike et al., 1995). In neuronal cultures,
the ettecuv; concentration for the neurotoxic and Ca® " -

obtained from the same HPLC fractions analyzed in Figures | and 3 in the presence of Ca=’

67 GLUTAMATE 61 ASPARTATE
" v control
8 l 25-35
< E scrambled
= U
g g SP + 25-35
23 -
E o
': €2 ] 24
i
+§U ] q B
o) B L JELUNED
Fig. 2. Effect of BAP peptides and of substance P on the

K™ depolanzatlon mduced glutamate and aspartate release, in
the presence of Ca**, in hippocampal slices from young rats.
The different experimental conditions were handled in parallel.
Basal release values have been subtracted. All peptides were
added at 10 uM 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 pM
range ( Yankner et al., 1990; Mattson et al., 1992; Pike et
al., 1993), and the formation of peptide 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 not re-
stricted in cultures, whereas in tissue slices its access (o
the involved membranal sites may be limited.

- The lack of effect of substance P.on amino acid
release suggests that a specific amino acid sequence
present in BAP 25-35 is required for the releasing ac-
tion. This hypothesis is strongly supported by the fact
that a scrambled sequence of the 25-335 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). On the other hand,
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Fig. 3. Effect of 1 hr preincubation with 10 M fragment
25-35 on aspartate, glutamate, and GABA release in hippo-
campal slices from aged rats, in the presence of Ca® " in the
medium. Means ® SEM for |1 independent experiments.

the finding that substance P completely blocked the stim-
ulatory action of fragment 25-35 suggests that the
former interferes the interaction of fragment 25-35 with
the neuronal membrane. Substance P also prevents the

neurotoxic effects of fragment 25-35, both in vivo and

in cell cultures (Yankner et al., 1990; Kowal ct al..
1991), and it has been reported that the two peptides,
which- possess a similar amino acid composition, ¢an
bind to the same serpin-enzyme complex receptor tJoslin
et al., 1991).

Another interesting finding of the prc.scnl work was
that in hippocampal stices from aged rats the basal and
the K™ -induced release of the excitatory transmitters as-
partate and glutamate, particularly the latter. were iy
nificantly increased with respect to young ruts Al
present it is not clear whether changes in excitatory neu-
rotransmission occur with age. However. busal ulura-
mate release was reported to be higher in wriatal und

B-Amyloid 25-35 Stimulates Glutamate Release 565
hippocampal slices from aged mice compared with
voung mice (Freeman and Gibson, 1987), and in rat
Luteral strintum the basal glutumate release in vive in-
creased with age (Donzanti et al., 1993). Furthermore,
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 glu-
tamate-related mechanisms with aging and with the pres-
ence of BAP 25-35. These results are particularly inter-
esting since age is the primary risk factor for AD, and
elutamatergic neur transmission has been repeatedly
considered as an important factor in the mechanisms of
neuronal death occurring in neurodegenerative diseases
tGreenamiyvre and Young, 1989; Beal, 1992). The stim-
ulation of excitatory amino acid release in the hippocam-
pus reported in this work could be relevant for explaining
some of the pathological changes and neuronal loss
tound in AD. BAP accumulating in amyloid plaques may
chronically 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.
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CONCLUSIONES GENERALES

En virtud de que en cada uno de los articulos presentados se discutieron cada uno
de los resultados obtenidos, en esta ultima parte se presentara un panorama general
sobre los hallazgos del trabajo de tesis, con énfasis en las aportaciones concretas. Por
otro lado, se pretende tambien integrar los resultados experimentales vertidos en los
diferentes articulos en una hipdtesis general de trabajo para investigaciones
subsiguientes acerca de la muerte neuronal en la Demencia de Alzheimer,
Mecanismos que inducen fosforilacion de proteinas del citoesqueleto. Como se ha
establecido en la presente tesis, un aspecto importante para entender los mecanismos}
basicos que conducen a la pérdida neuronal en la EA es el estudio de los cambios
metabdlicos que inducen fosforilacién de las proteinas MAP2 y tau, y cémo la tasa de
fosforilacién/desfosforilacion puede relacionarse con un funcionamiento heuronal normal
o alterado. En vista de que se conoce muy poco acerca de como se regulaésta tasa de |
fosforilacion, en el primer trabajo se utilizé el &cido ok'adaicd.(una'dfoga- q’uefi:nhi_bé_
especificamente proteinas fosfatasas de serina/tre_ohiria), Cbrrio-herrémienta ﬁtil,pa'ra:
i.nducir fosforilacién de proteinas del citcesqueleto y .es_tu‘diar Ias}: cOnSét:uenCias' eh ia,_'
| supeNivendia neuronal. Estos estudios se realizaron en dultivos primar'ios‘dév n,veuvr'on,avs |
corticales de rata asi como én uné linea celular derivada de un heurdblastama humaﬁo' o
~ y en cultivos de astrocitos. |

El 4cido okadaiéo, a concentraciones que, in vitro, inhiben preferentemehté ala
prdten’na fosfatasa 2A, indujd répidamente' la fosforilacién de las proten’naé MAP2 y tau.

- Este efecto temprano de fosforilacidn de proteinas del citoesqueleto se asocid con una
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rapida retraccion neuritica y con muerte neuronal tardia (24 horas después de una
exposicion a 250 nM de acido okadaico por 5, 10 o 15 min), sugiriendo que el
citoesqueleto es un blanco sensible de alteraciones que pueden conducir a la
neurodegeneracion.

Como ya ha sido discutido a lo largo de varios capitulos de la tesis, el grado de
fosforilacion de MAP2 y tau determina su afinidad por los microtibulos y de esta manera,
su estabilizacion. En los experimentos realizados en neuronas cultivadas, el aumento en
la fosforilacion de MAP2 y tau se asocidé con alteraciones dramaticas de la red que
conforma el neuroesqueleto. Estas alteraciones se manife_staron principalmente como
retraccién de las dendritas neuronales y cambios de morfologia del soma. |

Dado que una de las funciones vitales de la neurona es el transporte de materiale_s
desde el soma a las terminales nerviosas y viceversa, y que esta funcién depende del |
citoesqueleto y sus diferentes componentes, el desarreglo del sistema microtubular puedé |
ser un factor iniportan_te capaz de inducir muerte n‘euronal. | |

De esta manera, una de las aportaciones im‘port,antes- del pr’ime'r' trabajo
presentado e’ri la tesis fue el dembstrar la parthipacﬁién de las proteinas fbsfatasas_ 1ylo
2A en la remocidn de fosfatos a las mol'éculas de MAP2 y tau en neuronas.cultivadas,
y el papel de la hiperfo.éforilacién de proteinas del citoesqueleto en la degenerabiénv
| neurohal. Existen »muchos détos qué indican que la hipeﬁosforilacién de la pioteina tau
erga un papel muy importante en la neurodegeneracion en la EA. Nuestro trabajo
‘demuestra que la ,hiperfosfor'ivlacién vnd sélo de Ia tau sino de la MAP2 sé aAs‘oci'a con

‘muerte neuronal. Es plausible pensar que en la EA, los cambios en el equilibrio
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fosforilacion/desfosforilacion de muchas otras proteinas celulares puedan estar aiterados
y sean la manifestacién bioquimica de un defecto metabdlico generalizado que puedan
originar sefales que conduzcan a la muerte neuronal.

Neurotransmision excitadora y muerte neuronal in vivo En el segundo trabajo se realizo
un estudio en el cual se analizd papel de la neurotransmision excitadora en la muerte
neuronal. Para esto se siguidé el curso temporal de la neurodegeneracion en el
hipocampo de la rata (visualizada con tincién de Nissl) y los cambios asociados del
citoesqueleto (con e! inmunotenido para MAP2). Para estudiar estos efectos se utilizaron
el dcido kainico, como activador de receptores para AMPA/kainato, y del &acido
dihidrokainico, el cual es un inhibidor de la recaptura de 'glutamato. Con el uso de los
anticuerpos monoclonales para MAP2, pudimos analizar cambibs tempranos en esta
proteina del citoesqueleto en respuesta a los efectos excitotdxicos de las dkogas
utilizadas. El andlisis inmunohistoquimico 'revelé que la MAP2 sufre cambios muy
tempranos en su redistribucion celular y posterlormente en su desapanc:én que apoyan
su papel como un marcador muy sensible de Ia muerte neuronal Nuestro trabajo,

demuestra que, prewamente a la neurodegeneramon exnste una retraccuon de los

procesos neuriticos a tiempos tan cortos como 3 horas despues de la exposncion alas

neurotoxinas. La desaparicion temprana en ol mmunoteﬁudo para MA,*_”? fue mterpretada
| como retraccién neuritica inicial, ya que a tiempos cortos no se observa pérdida neuronal
Y, adémés, es muy similar a la observada en los cultivos neuronales tratadcs con elfécido
okadaico. Existe‘évide’ncia de ’o»t'ro»'s grupos (como ya se menciohé'en la Vdis'cuvsié'ri del

trabajo en 'p'reparacién). que sefiala la posibilidad de estim’ular.'protel’na cinasas

55



dependientes de Ca** como resultado de la activacion de receptores para aminodcidos
excitadores. Lo anterior sugiere que, dentro del repertorio de cambios metabdlicos que
induce el glutamato o sus agonistas, se deben considerar alteraciones en el equilibrio de
fosforilacidn/desfosforilacion de proteinas de citoesqueleto. Esta posibilidad abre una
linea de investigacién interesante que no ha sido suficientemente explorada.

Por otro lado, ha sido demostrado por otros grupos de investigacion y en otros
modelos, que conforme avanza el curso de la neurodegeneracion, la proteina 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 exposicién del hipocampo a las neurotoxinas, existe desaparicién del inmunotefido:
para MAP2, lo cual puede significar retraccién del drbol dendritico por hidrdlisis de la
proteina (lo cual ha sido demostrado en otros modelos en los que, aplicando 4dcido
kainico se activa calpaina | y se induce protedlisis de espectrina y de MAP2), o por
cambios metabdlicos que disminuyan su afinidad a Iqs microtubulos (como podria ser el |
iﬁcremento en la fosforilacién de esta proteu’né). Como la MA_PE es una protefna-qUe se
concentra principalmente en las dendritas, su ulterior ac':'umulac.ic_')h'en el soma"nemona.l |
apoya el mecanismo de la desestabilizacién de ios micrombmcs,cémo 'unv "'su.‘ceso,'
témprano asociado con la neurotoxicidad. En apoyo a lo anterior sé obsérvé a las 12 
hbras; incremento de la inmunorfeactiVidad en el c‘u_érpo de IaS'células piramidaies ya
las 24 horas desap_aficié’n dela inm unorréactividad de esta protéina asoc'iado‘con pérdida -
neuronal visualizada cbn la tincidn de Nissl. Un aspecto importante eStudiado on este

trabajo, es la participacion de los diferentes receptores de aminodcidos excitadores en

56



dependientes de Ca** como resultado de la activacion de receptores para aminodcidos
excitadores. Lo anterior sugiere que, dentro del repertorio de cambios metabdlicos que
induce el glutamato o sus agonistas, se deben considerar alteraciones en el equilibrio de
fosforilacidn/desfosforilacion de proteinas de citoesqueleto. Esta posibilidad abre una
linea de investigacion interesante que no ha sido suficientemente explorada.

Por otro lado, ha sido demostrado por otros grupos de investigacion y en otros
modelos, que conforme avanza el curso de la neurodegeneracion, la proteina 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 exposicidn de! hipocampo a las neurotoxinas, existe desaparicion del inmunotefido
para MAP2, lo cual puede significar retraccién del drbol dendritico por hidrdlisis de la
proteina (lo cual ha sido demostrado en otros modelos en los qué, aplicando dcido
kainico se activa calpaina | y se induce protedlisis de espectrina y de MAPZ); 0 por
cambios metabdlicos que disminuyan su afinidad a los microtd_b_ulos (como pod'ria ser el
incremento en la fosforilaéié_n de esta proteina). Como la MA_P2 es Lma' proteina quese
concentra principalmente en las dendritas, su ulterior acumulacién en el soma neuronal
apoya el mecanismo de la desestabilizacién de los _micr’otﬂbulos como 'un sUCesb |
temprano asociado con la neurotoxicidad. En apoyo a'lo a'nterior se obsefvé alas 12

“horas, incremento de la inmuhorreactividad en él cuver'po de las células piiram‘idétes y a
1as 24 horas desaparicién de la inmunorreactividad de esta protefna aSociado con perdida
 neuronal visualizada co»n’ la tincién de Nissl. Un aspecto importante estudiado en este

trabajo, es la participacion de los diferentes receptores de aminodcidos excitadores en
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la muerte neuronal. La neurotoxicidad inducida por el dcido kainico mostré un patrén
‘selectivo que afectd a las regiones de CA1 y CA3-4 del hipocampo, mientras que la
region de CAZ2 no se afectd. Estas lesiones fueron parcialmente revertidas por la
administracién del antagonista NBQX. Como este antagonista tiene una mayor
selectividad para antagonizar los receptores para AMPA que los de dcido kainico, y en
vista de que la proteccion obtenida se observé sélo en la region de CA1, se puede
concluir que la muerte neuronal en esta zona del hipocampo es mediada por la activacion |
de receptores para AMPA, mientras que en la regiones de CA3-4 es mediada por los
receptores para acido kainico de alta afinidad. En el trabajo _original se discutid la
participacion de los diferentes receptores para aminodcidos excitadores a la luz del
conocimiento que se tiene sobre la distribucion de éstos en las diferentes subregiones |
del hipocampo. | .

Estos hallazgos seialan la importancia de la proteina MAPQ enel mantenimiehto |
de la integridad neuronal y su participacion como una p.rotel'ha b_lanco en la muerte
~ neuronal por excitotoxicidad. | | |

Por otro lado, en este trabajo s_é presenta evidencia d'e la neurotokibidéd' de un
antagonista del transporte de glutamato'. el d_ihidrokainato.‘ Este compuvesto_elexva la
concentracion end_égena. de glutamato en varias cdndiciones éXp‘e:r‘imentales (se
men»Cionaron resultados 'BXp‘erim,éntales dé otros'investigadores)‘e indujQ en nuestrds.
experimentos, neuroclegeheracién selectiva de las neuronas de CA1. Es importante
séﬁalar que la muerte neuronal obserVada con este COmpUGsto fue antagonizada pdr el “

MK-801, que es un antagonista de receptores para NMDA. Los resultados obtenidos
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pueden indicar que la elevacién de giutamato enddgeno en el hipocampo, activa
preferentemente receptores de NMDA los cuales serian los responsables de la muerte
neuronal y del patrén de cambios en la proteina MAP2, lo cual es una aportacion
importante de esta tesis. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad (no explorada
aun), de que sl dihidrokaa’nicd ejerza su accion neurotdxica 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 pirrolidin dicarboxilato (PDC), eleva el glutamato enddgeno y no induce
neurodegeneracién (Massieu, trabajo en preparacion),

La proteina B-amiloide, la neurotransmision excitadora y la muerte neuronal
Existe discusién acerca de si la presencia de depdsitos insolubles de la BAP es capaz
de inducir muerte neuronal o al menos de incrementar la vulnerabilidad de las neuronas
ante otros agentes agresores exogenos o endogenos. Hay evidencia que sefala los
efectos neurotéxicos de la BAP y de algunos de sus péptidos activos en cultiyos'
primarios de neuronas y en el animal vivo. En el Gltimo trabajo de la presente tesis. _sé
analiza el papel del péptido activo 25-35 en la liberacién de heu_rotransmisores en
rebanadas de hipocampo de ratas jovenes y dé ratas viejas. En este trabaio el péptido
aCtivo 25-35 increment la liberacién de aminodcidos excitadores (glutémico y aspartico)
en condiciones de despolarizacion neuronal. Este hallazgo abre la posibilidad de estudiar
el papel neurotéxico de la BAP al aum’entar la vulnerabilidad neuronal incrementando de
manera cronica la neurotransmisién excitadora cerebral. Estos hailézgos cobran mayor

invterés por el hecho, también demostrado en este trabajo, que en ratas viejas existe un
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tono basal incrementado de liberacion de glutamico y aspartico, 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 excitotdxica 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 morfolégicas que consistentemente se
encuentran en la EA y la disminucion progresiva e inexorable de las capacidades
intelectuales de un sujeto con eSte tipo de demencia.

Hasta la fecha, ninguno de los estudios neuroquimicos o inmunocitoquimicos de
las alteraciones neuronales encontradas en la EA parecen sefialar el defecto primaric 0
causal de este tipo de enfermedad, ademas, no existe evidencia de 'qué un factor comn
pueda explicar lbs dos tipos de Iesiones que se consideran patognoménica#, de e.é_t_e'
'padecimiento. En la presente tesis queremos presentar una hipéte_sis _t_e_ntativa'_. dé"
asociacion de mecanismos capaces de actuar de manera concertada e incidir
hegativamente en la viabilidad neuronal (Fig. 9). | -

" Enesta hipStesis se sefala el papel de la neurotransmision éxcitadora_éomc uno
de los factores desencadenantes de la muerte neuronal en la‘ EA. Noéotros _encontramos
que en ratas-viéias. la liberacion de glutamato enddgeno parece estar incvrer_nentvada‘
como_re»sultado» de la edad. Ademés los péptidos'activds de la proté:’na B-amiioide;
pueden potenciar la liberacion Ca®-dependiente de glutamato vy aspartato'."z La‘ |
sobreactiva'cién dvév receptores para aminoécidos excitadores induce neurodegener_acién“ ‘

(como ya ha sido ampliamente demostrado por muchos grupos de investigacién) y, en
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nuestro modelo de inyeccion intrahipocdmpica de acidos kainico y dihidrokainico se
reproduce el patron de acumulacién de proteina MAP2 en el soma de las neuronas
afectadas, antes de la muente celular. Este patrdn de lesidn celular y de redistribucion
somatica de una proteina asociada a los microtubulos de las dendritas es muy similar a
los efectos producidos por la administracion del acido okadaico (usado como agente
inductor de fosforilacion de proteinas) en cultivos de neuronas. De esta manera, es
plausible pensar que, entre los efectos neuronales de los aminoacidos excitadores, la
fosforilacién de proteinas del citoesqueleto es una posibilidad interesante para analizar
y que podria explicar la serie de sucesos metabdlicos que, en condiciones da
estimulacién excitadora cronica, desencadenaria la formacion de los filamentos
apareados helicoidales y las hnaraﬁas neurofibrilares.

Aunque resuita claro que la hipdtesis anteridr tiene el defecto de enfdbar Ia—rm'uerte
neuronal en la EA desde un punto de vasta monocausal Y que no expltca todos las |
anormahdades neuronales encontradas, puede abrir la posnbllldad de explorar algunos
de los factores que, de manera concertada, actuan y alteran el equu,llbno'metabél:co de
las neuronas que finalmenté mueren en este desvastador pad_ecimiento;En'el camp'o;:de
la neurodegeneracion en la EA quedan muchas preguntas sin resolve’r.btrdaspectq
| fundam'ental es el que se refiére al g'rado de-alteracién del tejido cérébral para que la |
demencia se manmeste Datos que provnenen de vanos grupos de mvestlgac:én parecen
apoyar Ia hipotesm de que multuples anormalldades neuronales ocurren
concomntantemente con el desarrollo de los sintomas clinicos. El conocumlento de la

secuencua de estos camblos neuronales y su |mpacto en las mamfestac:ones clinicas
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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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