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I. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza histopatolégicamente por la
presencia de marafias neurofibrilares y depédsitos insolubles del péptido 8-amiloide
(2A), los cuales se han involucrado en la pérdida neuronal y sindptica ya que
pueden ocasionar estrés oxidativo y alterar la homeostasis del Ca?*. Enla EA Ia
pérdida sindptica alcanza hastaun75% de las terminales nerviosas del hipocampe
y correlaciona de forma importante con la deficiencia cognoscitiva de los pacientes.
En vista del papel potencial de la BA en el dafio a las terminales nerviosas, el
objetivo del presente trabajo es estudiar e] dafio sinaptico inducido por el fragmento
activo 25-35 del A en un modelo de terminales nerviosas aisladas (sinaptosomas)
de la corteza cerebral de la rata, Se utilizaron ratas Wistar machos de 250 g y los
sinaptosomas se aislaron por el método de Léscher. 30ug de proteina se incubaron
en 200 ul de medio Krebs-Ringer con HEPES pH 7.2, a 37°C durante 2,3,y 4 hen
diferentes condiciones: despolarizacién con K* elevado, baja concentracién de
glucosa (0.5 mM), rianodina y cafeina 5SmM y cafeina 5 pM en presencia o ausencia
de Ca™ externo. En cada condicion se valoro el efecto de 50 pM del péptido 25-35. La
viabilidad sinaptosomal se evalué por medio de la capacidad de la actividad
mitocondrial para reducir el compuesto MTT y la consecuente produccién de sales
de formazan las cuales se cuantificaron espectrofotométricamente. Nuestros
resultados demuestran una escasa toxicidad del péptido 25-35 en condiciones
basales 0 elevando el K* externo a 50 mM. Sin embargo esta toxicidad se increment6
notablemente a las 2, 3 y 4 h en condiciones de baja concentracién de glucosa
externa o en presencia de cafeina 5 mM y 5 uM. De manera muy interesante la
rianodina a concentraciones que activan el canal, produce por si misma una
disminucién importante en la reduccién del MTT que ya no pudo ser potenciada en
presencia del péptido 25-35. En otro tipo de experimentos valoramos por Western-
blot la desaparicién de la proteina sinaptofisina, la cual se ha utilizado como
marcador para detectar la pérdida sindptica en la EA. La presencia de esta proteina
se modificé ligeramente en presencia de cafefna 5 ptM mas el péptido 25-35 después
de 60 minutos de incubacién. De la misma manera en esta tltima condicién se
observo un ligero incremento en la incorporacién a proteinas de residuos fosforilados
entirosina. Con respecto a Ja proteina actina se observo una importante desaparicién
deeste marcador del citoesqueleto en presencia de cafeina 5 M més el péptido 25-
35dela 8A. Hasta el momento nuestros resultados sugieren los efectos téxicos del
péptido 25-35 sobre terminales nerviosas aisladas en condiciones de compromiso
metabélico previo, particularmente por un mecanismo dependiente de la
movilizacién del calcio interno o por alteraciones en los niveles de AMPec.
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II. INTRODUCCION

La muerte celular es uno de los fenémenos biol6gicos que ha merecido una parte
importante de la reflexién cientifica. Durante los G]timos afios se han desarrollado
muchos trabajos enfocados a tratar de explicar las causas que la producen y a

proponer estrategias terapéuticas, con el objeto de retardar o controlar su aparicién.

Algunos investigadores consideran el problema de la muerte celular como el
resultado final de un proceso de desarrollo y maduracién anatomofuncional,
genéticamente programado. Otros estudios se enfocan a los acontecimientos que
determinan la muerte selectiva de poblaciones celulares: mecanismos de estrés externo

odesajuste en los mecanismos de homeostasis interna.

Uno de Jos temas de mayor interés para la neurociencia bésica y clinica esel de la
pérdida neuronal selectiva que ocurre en algunos padecimientos neurolégicos
hereditarios y/o esporddicos como la corea de Huntington, la demencia de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y algunas degeneraciones espinocerebrales,
entre otros. Estos procesos patol6gicos comparten dos aspectos comunes, el primero
es que la degeneracién neuronal se inicia después de un periodo de diferenciacién

y funcién normales y el segundo que solo se afectan poblaciones selectivas de

neuronas.
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_ III. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER _

A principios del siglo XX el médico aleman Alois Alzheimer, describié la
Enfermedad de Alzheimer (Berrios y Freeman, 1991) a partir de los estudios
histopatolégicos que realizé en el cerebro de una mujer de 50 afios fallecida después
de cuatro afios de evolucién en un cuadro demencial. Cuando murié en 1906, el
analisis anatomopatolégico por medio de métodos de impregnacion argéntica, revelé
densos dep6sitos, hoy llamados placas neuriticas o placas seniles, afuera y alrededor
de las neuronas. Dentro las neuronas se encontraron fibras entrelazadas de proteinas
o marafias neurofibrilares. Hoy el diagnéstico definitivo de la EA es solo posible
cuando la autopsia revela estas dos alteraciones bioquimicas.

La EA es una de Jas causas més comunes de demencia en personas de edad avanzada.
De hecho del 40% al 60% de las personas de mas de 60 afios que presentan demencia,
padecen la EA. Las manifestaciones clinicas més evidentes son la profunda pérdida
de lamemoria, dismintucion de la capacidad de elaborar tareas rutinarias, alteracién
del juicio, cambios en la personalidad, dificultad para aprender y alteraciones en
los patrones del habla. (Arias, 1999).

Estos sintomas se pueden dividir a grandes rasgos en tres etapas. La primera se
inicia con la pérdida de la memoria a corto plazo, pérdida de la memoria topografica
y desorientacién espacio-temporal. En la segunda existe un deterioro de todos los
aspectos de la memoria, disfasias, (dafio del 16bulo parietal) y deterioro de la
personalidad, manifestdindose primeramente con la pérdida del juicio y la capacidad
de pensamiento abstracto, pudiendo terminar en un franco estado psicético. En esta
etapa se han reportado algunos episodios epilépticos. En la tercera etapa el deterioro
intelectual es severo y el paciente pierde todo contacto consciente con el mundo que
lo redea, no reconociendo a sus propios familiares e incluso no reconociendo su
propia imagen en el espejo. Hay un aumento en el tono muscular e incontinencia de
esfinteres. En esta etapa el paciente se encuentra en un estado critico y la muerte se

presenta de 6 al2 afios a partir de que se inicia la enfermedad (para revisién ver
Arias, 1999).

I11.1 Alteraciones del citoesqueleto

El citoesqueleto neuronal estd formado por una densa red de proteinas fibrilares
que proporciona una trama molecular a las neuronas para darle soporte y definir su
forma. Por sus caracteristicas el citoesqueleto permite a las neuronas experimentar
cambios draméticos ante una gran variedad de estimulos y se relacionan estre-
chamente con procesos de desarrollo, plasticidad, envejecimiento y muerte
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(Daniels,1972; Black y Green, 1982). Una gran variedad de proteinas se encuentran
formando parte de esta red, permitiendo el arreglo de tres tipos de estructuras
principales: los microfilamentos, los neurofilamentos y los microtiibulos.

Los microttibulos parecen ser estructuras del citoesqueleto cuya alteracién
bioqufmica lleva a la muerte de la célula en Ia EA (Delacourete y Defossez, 1986),
aunque también se han reportado cambios en las proteinas que componen los
neurofilamentos.

Entel cerebro de pacientes con EA el citoesqueleto de un gran ntimero de neuronas se
desagrega progresivamente y se reemplaza por haces de filamentos helicoidales
apareados (FHA). Estos FHA se asocian, produciendo las llamadas mararias
neurofibrilares que se localizan principalmente en el cuerpo neuronal y llenan casi
todo el citoplasma de las células afectadas (Iqbal y Grundke-Tkbal, 1991).

Una de las proteinas asociadas a los microtabulos, que permite una mayor
estabilizacién de ellos, es la proteina fau. Esta proteina se considera un marcador
importante enla EA, en virtud de que es el componente bioquimico més abundante
quese encuentra enlos FHA. La fau que normalmente contiene 2-3 moles de fosfato
aparece hiperfosforilada, con 5-9 moles de fosfato por mol de #au. La porcién de
proteina fau modificada disminuye enormemente su capacidad de unirse a los
microtiibulos, precisamente en aquellas regiones del cerebro que contienen niveles
altos de fau modificada y numerosas lesiones neurofibrilares (Dickson y Yen, 1989).
La fosforilacién anormal de la proteina tau contribuye a su ensamblaje defectuoso
en los microttibulos lo que, consecuentemente puede impedir el flujo axoplasmico
normal y conducir a la neurodegeneracién. Los cambios en las proteinas del
citoesqueleto son solo uno de los indicios de anormalidades y manifestaciones
metabélicas generales que pueden afectar el comportamiento neuronal y por ende,
ser causa de muerte neuronal en la EA (Davies,1994).

IIL.2 Proteina f3-amiloide

Como ya se mencioné, los dos marcadores histopatolégicos clésicos de la EA son
las placas seniles y las marafias neurofibrilares.

La acumulacién de fibrillas insolubles de proteina 8-amiloide (8A), constituye
principalmente las llamadas placas seniles que se localizan particularmente en el
parénquima y en las paredes de los vasos sanguineos del cerebro y de las meninges.
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Depositos similares son observados en los indjviduos que padecen el Sindrome de
Down, usualmente en aquellos mayores de 40 afios (Reaume et al., 1996 ).

Las placas seniles estan formadas por grupos de neuritas distréficas Y procesos
celulares gliales que rodean un nicleo de 8A y que se localizan principalmente en
areas de neocorteza, el hipocampo y la amigdala. Alrededor del 25% del peso seco
de la placa consiste en material proteinico del cual, los péptidos amiloides forman el
70% (Miller et al., 1993). Muchas otras proteinas han sido identificadas en las placas
seniles incluyendo a la alfa-antiquimotripsina, la apoliproteina E, algunas proteasas
lisosomales (Cataldo y Nixon, 1990) y algunas enzimas antioxidantes (Pappolla et
al., 1992). No se sabe, hasta el momento, si estas proteinas asociadas coadyuvan a
formar las placas o solo son absorbidas por la formacién amiloide.

Amiloide es el término genérico de una clase de péptidos que usualmente derivan
de una proteina precursora llamada proteina precursora del amiloide (PPA), los
cuales, bajo condiciones fisiologicas se agregan para formar filamentos insolubles
de alrededor de 7-9 nm de ancho (fibras amiloideas). Estas fibras se acumulan en
depdsitos esféricos en el tejido cerebral {placas seniles) y la microvasculatura
meningea. Varios estudios han demostrado que el amiloide vascular en la EA
contiene un péptido de alrededor de 4 kD (Glenner y Wong, 1984). Una secuencia
peptidica similar ha sido aislada del centro de las placas neuriticas y se le conoce
como péptido A4 o #A (Masters et al., 1985). El péptido de 8A més largo que se ha
aislado de las placas seniles contine de 42-43 amino4cidos comenzando con Asp-1
y terminando con Ala-42 o Thr-43 (Miller etal., 1993).

El analisis bioquimico de los dep6sitos amiloideos revela la presencia de formaciones
antiparalelas de tipo 8-planar lo que le da un carécter hidrofébico (Glenner y Wong,
1984). El 8A se puede encontrar en su forma no agregada o en forma agregada.
Cuando éste se deposita en su forma no agregada se denomina depésito inmaduro
o difuso y se suele localizar sobre el cuerpo de las neuronas y/o en los procesos
neurales. Estas estén libres de cualquier proceso neuritico, no se tifien con el Rojo
Congo (que es un colorante utilizado parala tincién de estructura 8-planar), y son
considerados como péptidos monoméricos del BA (Arias, 1999). No es claro, silos
depésitos inmaduros de 8A maduran en fibras amiloides que eventualmente se
convierten en placas seniles (forma agregada). Por su parte los depésitos agregados
0 placas seniles como se menciona anteriormente, se componen de neuritas y glia
reactiva dispuestas sobre un material positivo a la tincién con tioflavina y Rojo
Congo y se observan més frecuentemente en amigdala, hipocampo y neocorteza.
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Un hecho interesante es que en el cerebelo de pacientes con EA se han observado
altos niveles de estos depésitos inmaduros, acompafiados de bajos niveles de las
clésicas placas seniles. Lo anterior ha permitido sugerir la posibilidad de que los
depésitos difusos posteriormente formen placas maduras o, que la especificidad de
ciertos factores de la corteza cerebral jueguen un papel critico en la formacién de las
placas seniles a partir de depésitos difusos de 8A (Burdick et al., 1992).
Aparentemente las placas seniles en 1a EA estan formadas por agregados que derivan
devarias fuentes y se ha sugerido que el péptido 141 y el 1-42 presentan una mayor
tendencia a agregase que el péptido 1-40 (Robakis, 1994).

Como ya se ha mencionado, el BA es parte de unalarga proteina precursora, la PPA, de
lacual se conocen al menos tres isoformas de 695, 751 y 770 aminoécidos (Kang etal.,
1987 y Tanzi et al., 1988). Estas isoformas derivan del pro-cesamiento alternativo del
ARNm, y se codifican por un gen en el cromosoma 21 (Robakis et al., 1987). Las
isoformasPPA__ y PPA_, tienen insertado unaminoacido homologo a Ja familia Kunitz
de los inhibidores de proteasas de sexina (KPY) (Tanzi et al., 1988). La PPA es una
glicoproteina integral de la membrana que contienen un largo dominio
extracitoplasmético una regi6n transmembranal y una corta secuencia citoplasmética
(Robakis etal., 1987).

LaPPA es una proteina ubicua, sintetizada en la glia, en neuronas y en practicamente
todos los tejidos y lineas celulares y tienen un alto grado de conservacién evolutiva
(Robakis et al., 1987). Sin embargo, nadie conoce claramente la funcién de esta
proteina, de cuyo metabolismo se pueden originar fragmentos de secrecién
amiloidogénicos y fragmentos no amiloidogénicos. Las proteinas derivadas del PPA
pueden modificarse postransduccional por: glucosilacién (Refolo et al., 1989),
fosforilacién (Oltersdorf etal., 1990), sulfatacién (Wetidemann et al., 1989), protedlisis
y secrecion de su regién extramembranal (Refolo et al., 1989; Weiidemann et al.,
1989). Ademas el KPI contenido en la PPA funciona como el centro proteico del
proteoglicano sulfatado de condroitina (Shioi et al., 1992), que son un tipo de
moléculas involucradas en funciones de adhesién celular y pueden participar en el
fenémeno de la metéstasis cancerosa.

La mayoria de las proteinas secretadas a partir de la PPA se producen después de
que esta se procesan por un grupo de enzimas hipotéticas llamadas " secretasas”
entre los aminodcidos Lys 16 y Leu 17 de la secuencia del 8A, previniendo de esta
forma la produccién del 8A (Esch et al., 1990). Se sabe que la modulacién en la
actividad de estas secretasas debe jugar un papel importante en la amiliodosis
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tipica dela EA. En cultivos de células la actividad de las secretasas son reguladas
por diversos agentes incluyendo ésteres de forbol (Caporaso et al., 1992), agonistas
colinérgicos, particularmente del tipo muscarinicos (Buxbaum et al., 1992),

La secrecién de la PPA se inicia en el trans-Golgi donde se forman vesiculas que
contienen a la proteina y en donde se contintia su maduracién hacia la superficie de
la célula secretadose por exocitosis (Sambamurti et al., 1992). De acuerdo con ésto,
la nexina II, la forma secretada del KPI contenido en la PPA se ha detectado en
extractos celulares y en vesiculas. La secrecion de la PPA de la superficie celular es
inhibida por agentes que impiden la exocitosis (Sambamurti et al., 1996), lo que
sugiere que las moléculas de la PPA se procesa por secretasas intracelulares. Con
respecto a la rernocién de la PPA contienen se ha demostrado que esta protefna tiene
una sefial internalizadora en el dominio citoplasmaético y se ha detectado en
vesiculas (Nordstedt et al., 1993). La reinternalizacién y degradacién de 1a PPA
probablemente involucra a los lisosomas, Justamente en este proceso de degradacion
puede ser el responsable de la produccion de el 8A (Haass et al, 1992) .

Por otro lado no resulta claro hasta el momento que el 8A se genere justamente en la
membrana plasmética pues el A cuya terminacién C-texminal se localiza dentro
de una secuencia transmembranal de PPA y esta secuencia deberia de ser inaccesible
parala prote6lisis. Una posibilidad es que la fraccién de PPA sea soluble ademés
de que sirva de sustrato para las proteasas involucrada en la produccién del peptido
BA. Aunque existan algunas ideas sobre la produccion del 8A como se han descrito
anteriormente el 8A no ha sido aiin detectado intracelularmente. Este, puede ser
secretado antes de su acumulacién en las células a niveles detectables, o sus dep6-
sitos pueden formarse extracelularmente a partir de precursores amiloidogénicos
secretados.(Hass et al., 1992). Una pregunta importante es si el 84 es incorporado
en fibras amiloides derivadas de esta secreci6n normal del péptido 8A o si se
genera por diferentes rutas metabolicas. Por supuesto que el mejor camino para
resolver la pregunta seria encontrar agentes capaces de inhibir la produccién o la
secrecion del 8A para entonces probar sus efectos en la formacién y mantenimiento
de los depésitos amiloideos.

La composici6n de los péptidos BA encontrados en las fibras amilodeas parecen ser
diferentes a la composici6n de los péptidos secretados normalmente. Por ejernplo,
ninguno de los péptidos de las placas seniles inicia en la posicién del 8A 6,3 u 11
como se ha detectado en el amiloide vascular y ninguno de estos péptidos inicia con
una Ala 2 (Miller et al., 1993}, como se ha encontrado en los péptidos secretados.
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Ladiferencia en la composicién entre el A soluble secretado y los fragmentos més
pequefios de 8A que se encuentra en las placas, hace pensar que el origen de estos
dos tipos de péptidos sea diferente y que provengan de fuentes diferentes (Lorenzo
etal.,, 2000). Esta posibilidad se apoya en evidencia que proviene de estudios de
immunocitoquirnica, que muestra que enlas placas difusas la reactividad del 8A se
concentra alrededor de los cuerpos neuronales y en las membranas neuronales
(Probst etal., 1991) lo que sugiere que el 8A se produce localmente a partir de la PPA
neuronal. Por otro lado, y en apoyo a lo anterior, no se han detectado niveles
circulantes de 8A en la EA mayores a los detectados en los induviduos que no
presentan algiin padecimiento (Shoji et al.,1992), lo que sugiere que el incremento en
la produccién de este péptido no es necesario en la formacién de dep6sitos amiloideos
en el cerebro de los pacientes con EA. La alta heterogeneidad encontrada tanto en
los péptidos solubles normalmente secretados como en los depésitos de las fibras
amiloideas sugiere que estas moléculas pueden provenir de vias diferentes de
procesamiento del PPA y de procesos proteoliticos no especificos {Salinero et al.,
1999). Esta observacion impone limitaciones centrales en cuanto a la posibilidad de
bloquear la formacién de dep6sitos amiloideos utilizando inhibidores especificos
de proteasas, pues para esto probablemente se necesitarfa inhibir la totalidad de las
diferentes proteasas involucradas en la produccion de péptidos del 8A. Por otro
lado no es concebible pensar que todos los péptidos encontrados en depésitos
amiloideos deriven de un procesamiento comtn del PPA a través de una via de
protedlisis especifica.

No es claro ain por qué los péptidos del BA que se secretan normalmente no se
agreguen en cultivos celulares para formar fibrillas. El péptido 1-40 que se produce
como resultado del metabolismo celular normal y el amiloide vascular son claramente
capaces de formar fibras amiloides estables, pero el rango de agregacién de este péptido
para formar estructuras b-plegadas es un proceso muy lento en ausencia de agentes
que favorezcan la nucleacion del depésito (Jarret et al,, 1992). Por el contrario la
presencia de residuos lle 41 y Ala 42 de la secuencia de 8A incrementa el rango de
agregacién de los péptidos amiloideos. Esto sugiere que la adicion de las fracciones in
vivo incluye proteoglicanos (Snow et al., 1990) o bajos niveles de residuos de 42
aminodcidos al final de los péptidos $8A, lo que puede incrementar el rango de
formacién de depoésitos amiloides, al jugar el papel de agentes de nucleacién.
Adicionalmente factores como el pH local (Burdick et al., 1992) y fluctuaciones enla
concentracién de iones extracelulares, pueden también tener un papel determinante
enla agregacion de los péptidos amiloideos para formar fibrillas.
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A pesar de que la PPA es una proteina ubicua se han reportado algunas funciones
biolégicas posibles. Los estudios ir vivo han mostrado que la secrecién del KPI
contenido en e] PPA funciona como un inhibidor de proteasas de serina. Las mismas
isoformas pueden actuar también como inhibidores del factor de coagulacién Xla
(Smith et al., 1990).

La PPA puede actuar como un agente promotor del crecimiento en cultivos celulares
y este efecto parece depender de los residuos 296-335 del PPA,  que pertenecenala
regién distintiva para la inserci6n de KPI (Saitch et al., 1989). Otra funcion mas que
se ha detectado para el PPA es su papel como jnhibidor de metalo-proteinasa que se
ha detectado en el dominio extracitoplasmico del PPA (Miyazakietal,, 1993).

Evidencias que derivan de estudios in vitro sugieren que el dominio citoplasmético
de tamafio completo dela PPA interactta con proteinas G, una clase de moléculas
de unién de guanosil trifosfato (GTP), lo que sugiere la posibilidad de que Ia PPA
participe en la transduccion de sefiales (Nishimoto et al., 1993). Sin embargo como
las proteinas G, también participan en el trafico intracelular de proteinas, las
interacciones PPA-G, pueden modular la regulacién intracelular de PPA a través
de diferentes compartimentos membranales.

Se ha propuesto que la PPA tiene un papel neuroprotector contra el dafio en la
hipoglucemia regulando los niveles de calcio (Mann et al., 1990). Por otro lado se ha
observado quelaPPA se puede asociar con ciertos elementos del citoesqueleto y que
esta asociacin estd mediada por los microtibulos intactos y por fosforilacién de
proteinas. Esta observacién combinada con la localizacién vesicular de la PPA hace
sugerir la posibilidad de que estas proteinas puedan estar involucradas en el trafico
de vesiculas intracelulares (Refolo et al., 1991).

La PPA se ha involucrado también en el transporte axonal rdpido de los sitios
sinapticos (Koo et al., 1990) y epitopes de la PPA se han detectado en la unién
neuromuscular, llevando a la posibilidad de que la PP A tenga la funcién de mantener
la estabilidad, configuracién y funcién de las sinapsis.

Laactividad biologica mejor caracterizada para la PPA parece ser la adhesion celular.

La PPA secretada estimula la adhesién de células PC12 al sustrato (Schuber et al.,
1989), y el anticuerpo anti-PPA inhibe la adhesion célula-célula y célula-matriz.
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La evidencia clara de la participacién de PPA en el desarrollo de la EA resulta de
estudios genéticos de familias con Alzheimer de tipo familiar (AF). En Algunos de
estos casos Ia identificacién de mutaciones en los codones PPA_ . ... .. co-
segregado con la enfermedad provee una evidencia fuerte en el sentido de que las
mutaciones son patogénicas para la EA (Goate etal.,, 1991). En células in vitro se ha
demostrado que las mutaciones para el AF en el codén 770 de la PPA causan un
incremento significativo en los niveles de los péptidos 8A secretados (Citron et al,,
1996), sin embargo no es claro que esta mutacién se asocie con incrementos en los

niveles de 8A en el suero del liquido cefalorraquideo (Reaume et al., 1996).

Se han observado depoésitos de A en numerosos individuos envejecidos sin signos
aparentes de demencia, indicando que los depésitos amiloideos solos, no son causa
suficiente para el desarrollo de la demencia. Una explicacion alternativa de que las
mutaciones enel gende la PPA causen demencia puede deberse a que una alteracién
de la biologia funcional normal de las proteinas PPA es la causa de que la PPA
adquiera el papel aberrante en las funciones celulares, Estas mutaciones pueden
afectar la interaccién de PPA con las proteinas G, (Nishimoto et al,, 1993) alterando
sistemas de tranduccién de sefiales o alterando las propiedades de adhesién celular
delaPPA. Una posible secuencia de eventos que llevaria a la formacién de depésitos
de $A relacionados con una alteracion genética o con cambios en el ambiente celular
normal iniciaria con ciertas alteraciones en el metabolismo de la PPA lo que llevaria
a un incremento en la produccién de la £A el cual, al polimerizarse en fibras amiloideas
formaria las placas seniles. Varias lineas de evidencia sugieren que sefiales ambien-
tales incrementan la expresi6n y el metabolismo de la PPA. Esto lleva a sugerir la
heterogeneidad etiolégica de la EA sugiriendo que por varias situaciones y
posiblemente por la intervencién de otros genes se puede desencadenar este
padecimiento.

Enapoyo a lo anterior se tienen hallazgos recientes de que un alto porcentaje del AF
esta ligado a alteraciones de un gen en el cromosoma 19 que también puede modificar
la funcién o procesamiento de la PPA. Este gen se sabe que codifica para un tipo de
apolipoproteina llamada APOE, (Yankner, 1996).

Otros genes que recientemente se asocian con la EA han sido localizados en los
cromosomas 14 y 1, que codifican para las llamadas presenilina 1 y presenilina 2,
respectivamente (Arias, 1999).

16



ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Todavia no resulta clara la relacién entre la amiloidosis y la demencia. Ademds esta
relacién parece mas clara entre el grado de demencia y la pérdida sindptica con los
depositos amiloideos (Arriagada et al., 1992).

Estudios en cerebros de individuos con el Sindrome de Down menores de 40 afios
(Giaccone et al., 1989) muestran la presencia de numerosas placas difusas corticales
tefiidas con anti-8A en ausencia de alguna otra lesién patologica. Estos estudios
sugieren que las MNF pudieran involucrarse de manera tardia en el dafio neuronal.
Por analogia con estos hallazgos, se ha sugerido que una situacién similar puede
ocurrir enel desarrolio dela EA, con depdsitos de 8A que preceden alas alteraciones
neuriticas. Sin embargo hasta el momento no es claro que los depésitos corticales
difusos de BA sean neurotéxicos, de forma que induzcan la neuropatologia de la
EA, pero si como unla sefial temprana de un dafio especifico neuronal (Salinero et
al., 1999).
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IV. FACTORES INVOLUCRADOS
______EN LA NEURODEGENERACION

Hasta el momento se desconoce exactamente cuales son las causas de la EA, pero
sabemos que hay dos formas tipicas: la de origen genético y las de origen esporadico
{conmucho la més frecuente). Esta segunda implica factores comunmente asociados
a ofros padecimientos o enfermedades neurodegenerativas. Estos factores que se
han estudiado ampliamente incluyen:

IV.1 Deficiencia Energética

Las neuronas poseen una alta tasa de consumo de oxigeno y poca capacidad de
almacenamiento de energia, lo cual puede explicar su gran susceptibilidad al dafio
ante condiciones de compromiso metabélico. Las situaciones mas caracteristicas de
induccién de muerte por privacion energética son aquellas que se originan por la
falta de riego sanguineo o isquemia y por la hipoglucemia (Shi et al., 1997). Algunos
casos de neurotoxicidad por hormonas glucocorticoides también se pueden explicar
por la falta de suministro adecuado de glucosa a las células del sistema nervioso.
Ademas se ha encontrado relacién entre un evento isquernicco y el inicio de cambios
citotdxicos que se observen en la EA {Rosen et al., 1979). En otros padecimientos
neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson, se ha observado reduccion
en laactividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones (Shapiraetal.,
1990), asi como se ha reportado en la EA la diminucion de la actividad mitocondrial
delacitocromo-oxidasa (Keller et al., 1997). Aunque es algo dudoso que estos carbios
sean lo suficientemente importantes para causar severas pérdidas neuronales, la
disminucién de la energia, si puede aumentar la vulnerabilidad de las células ante
otros agentes de citotéxicos.

IV.2 Teoria excitotoxica del glutamato

Aunque en la EA se ha reconocido la vulnerabilidad preferente de las neuronas
colinérgicas de los niicleos bésales 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 aferencias colinérgicas a la corteza
cerebral y las 4reas corticales que presentan placas seniles y marafias neurofibrilares
(Mesulam, 1999). Por otro lado la observacion del deterioro severo de los procesos
de memoria y aprendizaje que se observan en los pacientes con EA, ha llevado a
buscar alteraciones de los sistemas de neurotransmisién cuya participacién se ha
implicado en las funciones cognoscitivas. En este sentido son interesantes los
hallazgos de una disminucién del namero de receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA) en neocorteza (Tkonomovic et al., 1999). La disminucién mas importante se
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observa en las laminas corticales externas y en las regiones del hipocampo CAly
CA2. Encorteza cerebral, el total de la unién de glutamato se encuentra disminuido
entre el 35 y el 40% y la densidad de receptores para NMDA se reduce
aproximadamente un 60%. Esta reduccion parece confinarse al sisterna de
transmisién glutamatérgico, y no parece estar relacionado con un efecto generalizado
debido ala atrofia cortical, ya que ni el receptor colinérgico muscarfnico ni el GABA/
benzodiazepinico se alteran (Tkonomovic et al., 1999) Los sintomas de desconexién
cortical, que representan un aspecto prominente de la EA, pueden explicarse por
una desaferentacion glutamatérgica. Las placas seniles y las marafias neurofibrilares
se concentran en las zonas de terminales glutamatérgicas, asi como en las zonas
donde se encuentran los cuerpos celulares que las originan (Bridges et al., 1999 y
Farber etal,, 1998). Estudios histopatolégicos enla corteza cerebral y en el hipocampo,
utilizando tincién de Golgi, sugieren la existencia de un edema terminal dendritico
de neuronas piramidales que se inicia en las espinas dendriticas (Scheibel et al.,
1989). Estos hallazgos junto con otra linea de evidencias que muestran
inmunoreactividad para el glutamato en las neuronas piramidales que contienen
las marafias neurofibrilares (Maragos et al., 1987), han llevado al planteamiento de
una secuencia de sucesos que pueden ocurrir en la EA y en donde Ja transmisién
excitadora puede desempefiar un papel importante (Arias et al., 1998).

El dafio cerebral excitotéxico caracteristico es de naturaleza postsindptica. En su
forma aguda, este dafio se caracteriza por edema focal de dendritras y cambios
citopatolégicos agudos como el edema mitocondrial y del reticulo endoplasmico. En
el tipo crénico existe pérdida de interneuronas con preservacién de elementos
presindpticos y de axones de paso {Arias, 1999).

IV.3 Elevacién intraneuronal de calcio

El calcio es un segundo mensajero mediador de cambios adaptativos en la
neuroarquitectura en respuesta a las sefiales del ambiente, a nuerotransmisores y a
factores neurotr6ficos {Aruffo et al., 1987; Ascher et al., 1988, Kater et al., 1988). El
papel del calcio intracelular en la regulacién del crecimiento del cono neuronal se
ha demostrado en estudios en invertebrados y en neuronas de mamiferos (Blake et
al., 1988). El calcio regula la plasticidad de las neuronas por su efecto directo sobre
proteinas del citoesqueleto y proteinas asociadas a éste. Por ejemplo la motilidad de
la base de los microfilamentos en el crecimiento del cono neuronal y ia elongacién
de la base de los microtiibulos de las neuritas son diferencialmente sensibles al
calcio (Kater et al.,1998).
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Dentro de un rango ¢ptimo de la concentracién de calcio intracelular, la neuroar-
quitectura es adaptativamente regulable, pero cuando la concentracién del calcio
interno se vuelve demasiada alta por un Jargo periodo, ocurre la degradacién de los
componentes celulares por activacion de proteasas dependientes de calcio. Cuando
se pierde la homeostasis del calcio interno, se crean condiciones que favorecen el
dafio neuronal como sucede enlos episodios epilépticos continuos y crénicos (Bridges
etal., 1999).

El papel del calcio en el dafio neuronal crénico como en la demencia de Alzheimer,
se ha propuesto en algunos casos (Asche y Nowak, 1988 y Khachaturian, 1989). La
elevacién del Ca* activa gran nimero de enzimas proteoliticas (Siman y Nosek,
1996, Begley et al, 1999), puede generar radicales libres e incrementar la salida de
neurotransmisores excitotoxicos, ademas puede activar otras enzimas como las
fosfolipasas A y C, la oxido nitrico sintasa e incrementar la peroxidacién lipidica
(Braughler, 1992). Por otro lado, el Ca** elevado puede causar disfuncién mitocon-
drial, Io cual, a su vez, puede aumentar m4s la produccién de radicales libres,
producir incapacidad para mantener la propia homeostasis del Ca* y comprometer
atn més la produccién energética (Siesjo et al,, 1989 y Pappolla et al., 1992). Al
parecer la muerte neuronal retrasada que se observa en la isquemia cerebral depende
de un incremento en la concentracién intracelular de Ca™. Este incremento puede
estar dado por la activacién del receptor NMDA, por la apertura de canales de Ca®
dependientes de voltaje por la despolarizacién de la membrana al entrar Na* a
través de los receptores AMPA /Kainato o por su liberacién de pozas intracelulares.

1V.4 Radicales libres

La formacién de radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno es una causa
comtin del dafio celular y probablemente involucra la pérdida de neuronas asociada
a condiciones patolégicas.

Los radicales libres se forman como consecuencia del funcionamiento metabélico
celular normal, pero la excesiva produccién o las fallas en los mecanismos
endégenos de su eliminacién pueden incrementar su concentracién a niveles txicos.
Existen evidencias de que tasas anormales de formacion de radicales libres o de sus
productos, como perdxidos lipidicos o malondialdehido, se producen después de
ciertos periodos de hipoxia o isquemia (Schmidley, 1990 y Braughler, 1992); en la
sustancia nigra de pacientes con Parkinson (Jenner, 1992) y en el cerebro de pacientes
con EA (Subbarao, 1990).
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Los principales radicales libres son el superéxido (O,-) el peréxido de hidr6geno
(H,0,)y el hidroxilo (OH). Estas especies reactivas pueden atacar quimicamente a
diferentes moléculas y alterar sus funciones normales, pudiendo oxidar el ADN y
causar mutaciones, u oxidar lipidos, dafiar la membrana y aumentar la liberacion
de aminoacidos excitotoxicos (Pappolla et al., 1992)

IV.5 Neurotoxicidad de la A

Aunque ya se menciond ampliamente, todavia existe controversia sobre el papel de
la 8A en el mecanismo de la muerte neuronal en la EA, varios estudios indican que
esta proteina puede iniciar una serie de eventos bioquimicos que pueden culminar
con la pérdida de las neuronas (Pike et al 1993). Parte de estos mecanismos
aparentemente implican la produccién de radicales libres en las neuronas, la
alteracion de los mecanismos reguladores del Ca** intracelular, y un incremento en
la suscepiibilidad a la toxicidad por aminoacidos excitadores (Keller etal, 1997). La
exposicién de cultivos de neuronas cerebrocorticales de humanos o de hipocampo
de rata al $A resulta en una progresiva elevacién de la concentracién de Ca?, el
curso temporal y la magnitud depende del grado de agregacién del £A en el tiempo
que se expone a las neuronas. Esto es, el Ca* se acumula més répidamente en
neuronas expuestas al BA preagregado que en neuronas expuestas a BA no agregado
{Selkoe DJ 1989). Es importante mencionar que las neuronas expuestas al BA exhiben
un aumento en la concentracién interna de Ca* basal y en respuesta a los estimulos
excitadores como el glutamato o durante la despolarizacion con K* elevado. Este
aumento en la sensibilidad a la excitacién est4 correlacionado con un aumento enla
vulnerabilidad para la exitotoxicidad. Ademas el A vuelve a las neuronas més
sensibles al dafio por hipoglucemia. Por otro lado, la desestabilizacién del Ca?*
producida por el 8A no se limita solo alas neuronas. Se demostr6 que el fragmento
25-35 del BA causa una gran conductancia del calcio en ovocitos que expresan
receptores para glutamato (NMDARI1 oGluR1) y el receptor para substancia P
(Kimura et al 1993).

El 8A puede perturbar la regulacion del Ca?* de los canales del receptor de glutamato
resultando en un aumento en el influjo de este catién, o el 8A puede impedir la
remocién de Ca* de la célula alterando la bomba de Ca* o el intercambio Na*/Ca?*
(Khachaturian, 1989 y Mattson etal., 1992).

Se ha observado que durante el proceso de agregacién en soluciones acuosas de
fragmentos de BA induce la acumulacién de especies reactivas de oxigeno en
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neuronas. Esto se acompaifi de pérdida de la homeostasis del Ca?". Ademas de
estos efectos, a concentracines neurotdxica, el fA inactiva a las enzimas
citoplasmaéticas glutamino sintetasa y creatin fosfocinasa y compromete la actividad
dela ATPasa de Ca* de la membrana plasmatica. El A también puede alterar la
homesotasis del Ca® por la formaci6én de canales para este catién en la membrana
como lo hasugerido Arispe etal (1993).

Los estudios de la actividad biologica y los mecanismos de accion de fragmentos
activos del A sugieren que alteraciones de la regulacién del Ca®* juegan un papel
muy importante en la toxicidad y muerte neuronal
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V. EsTUDIOS DE TOXICIDAD
e DEL 3-AMILOIDE EN SINAPTOSOMAS _____

V.1 Sinaptosomas como modelo de dafio sindptico

Las terminales nerviosas aisladas son estructuras mejor conocidas como sinapto-
somas y fueron aisladas por pritnera vez en 1957 por Catherine Hedd utilizando al
neurotransmnisor acetilcolina y a la enzima acetilcolina transferasa como mar-
cadores. En 1960 George Gray aportd datos significativos para el conocimiento de
la estructura fina de la sinapsis, de los cuales se derivaron los siguientes criterios
morfolégicos itiles para la identificacién funcional de los sinaptosomas:

1. Lamembrana plasmatica debe estar sellada.

2. Presentar una o mas mitocondrias.

3. Tener una concentracién local de vesiculas semejante en nimero y tamafio a
' las vesiculas sindpticas vistas en las terminales nerviosas in situ.

4. Lapresenciadelazona electrodensa en la membrana similar a la presente en

las membranas sindpticas.

Los sinaptosomas son generados a partir de terminales nerviosas al someter al
tejido cerebral a la homogenizacién en un medio isosmético (sacarosa 0.32M).
Originalmente y hasta la fecha una combinaciéon del limite de movilidad y la
centrifugacién en gradientes de sacarosa, ficol o percoll se utiliza para separar los
sinaptosomas de otras particulas subcelulares.

El desarrollo de la técnica de obtencién de sinaptosomas es histéricamente
importante no solo por el impetu en el estudio de las bases moleculares y celulares
de la funcién sindptica, sino también porque amplié nuestra idea del alcance y
poder de las técnicas de fraccionamiento de tejidos.

Los sinaptosomas contienen todos los componentes involucrados en la formacion y
consolidacion de los contactos sindpticos, almacenamiento de transmisores,
liberacién v regulacion de las funciones sindpticas.

La pérdida sindptica que como ya se ha mencionado est4 estrechamente relacionada
conel impedimento cognoscitivo enla EA, sugiere que las sinapsis pueden ser el sitio
en el cual los mecanismos de degeneracion neuronal se originan y se propaguen al
sora neuronal. Respecto a esto se conoce que las regiones postsinapticas de las
dendritas est4n sujetas a altos niveles de influjos de calcio y a estrés oxidativo como
resultado de una activacién local del receptor al glutamato. Estos factores pudieran
estar implicados en el proceso de neurodegeneracién enla EA (Mattson et al., 1998).
Otros hallazgos sugieren que las neuronas pueden morir en la EA por un proceso
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llamado apoptosis que involucra una serie tipica de eventos bioguimicos que culminan
conla fragmentacion nuclear y celular y se han encontrado evidencias de quela 8A
puede jugar un papel importante para iniciar el fenémeno de la apoptosis en las
sinapsis. De hecho se han reportado cambios bioquimicos relacionados conapoptosis
en sinaptosomas corticales cuando se exponen a agentes oxidantes como el Fe*, o
exponiéndolos a la A. Después de los tratamientos anteriores se ha observado pérdida
de la asimetria de los fosfolipidos de membrana, activacién de caspasas y alteraciones
mitocondriales caracteristicas de la apoptosis que se pueden revertir al prevenir la
activacién de ciertas caspasas con inhibidores especificos (Mattson et al., 1998).

El uso de los sinaptosomas como modelo para estudiar cambios importantes que
pudieran tener impacto en el conocimiento de los mecanismos que participanen la
muerte neuronal de la EA estar bien documentado. Ciertos experimentos han
demostrado la participacion del estrés oxidativo en diferentes enfermedades
neurodegenerativas y en un trabajo se ha reportado que la exposicién al 4-
hidroxinonenal, un producto de la peroxidacion lipidica o a algtn otro agente que
induzca peroxidacién como el FeSO, o la misma 8A produce un bloqueo en el
transporte de glutamato y de la funcién mitocondrial en la sinapsis { Keller et al.,
1997). En este mismo estudio se determiné que agentes antioxidantes como el
glutatién previenen los dafos causados por el FeSO, y la8A.

Undato que también se desprende de experimentos realizados en sinaptosomas y
que resulta interesante es que la despolarizacién de terminales nerviosas aisladas
de ratén permite la liberacion de neurotransmisores y modifica factores que regulan
los niveles de actina del citoesqueleto pudiendo estar relacionados con sistemas de
proteinas dependientes de Ca* unidos a la actina (Bernstein y Bamburg 1997) lo
cual sugiere que en los sinaptosomas también se pueden explorar ciertas alteraciones
del citoesqueleto que pudieran ser relevantes paralaEA.

Con base en los estudios anteriores, resulta muy interesante el explorar directamente
en Jos sinaptosomas algunos de los posibles mecanismos por los cuales la BA pudiera .
ejercer algunos efectos toxicos y comprometer, de esta manera, la integridad de las
terminales nerviosas en el cerebro.
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OspjeTivo E HIPOTESIS

V1. OBJETIVO

Estudiar algunos de los mecanismos que contribuyen a la toxicidad del fragmento
active 25-35 del SA en terminales nerviosas aisladas.

VII. HIPOTESIS

La pérdida de las terminales nerviosas que ocurre en etapas tempranas de la
enfermedad de Alzheimer, puede deberse a la presencia excesiva de la proteina 8A
aunada a varios factores como son la deficiencia energética y las alteraciones de la
homeostasis de Ca®.
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_ VIII. MATERIALES Y METODOS

VII1.1 Obtencién de sinaptosomas

Se utilizaron ratas Wistar machos de 250 gren todo este estudio siguiendo las Reglas
para Investigacion en Materia de Salud (Secretaria de Salud, México), con aprobacién
del Comité Local de Etica para el Manejo de Animales y se siguié el método descrito
por Loscher et al., 1985 para la obtencién de los sinaptosomas que consisti6 en:

Las ratas se sacrificaron por decapitacién y el cerebro fue rapidamente removido y
la corteza cerebral se disecd en frio (4°C). Inmediatamente después de la diseccion el
tejido se homogeniz6 en sacarosa 0.32M (10% p/v) pH 7 con HEPES 5mM.

Elhomogenado se centrifugé a 4500 rpm durante 10 min al término de los cuales se
separé el pellet y el sobrenadante. Este se coloco sobre 1 ml de sacarosa 1.2M en
tubos para ultracentrifuga y la centrifugacion se hizo en un rotor de angulo fijo
modelo 80Ti 2 50000 rpm durante 15 min. Al final de esta centrifugacién se obtuvo
un pellet, que contiene mitocondrias el cual se desech6 y una interfase donde estan
los sinaptosomas, mielina y microsomas. Esta interfase fue cuidadosamente colectada
y diluida en sacarosa 0.32 M para tener un volumen final de 2 ml. Esta fraccién
diluida se colocé sobre 1ml de sacarosa 0.8 M para centrifugar a 50000 rpm durante
15 minutos. El pellet que se obtuvo, corresponde a la fraccién sinaptosomal la cual
seresuspendid en 2 mi de buffer de Locke cuya composicion idnica es la siguiente:
NaCl 154mM, KCI 5.6mM, CaCl, 2.3mM, MgCL, 1.0mM, NaHCO, 3.6 mM, glucosa
5.0mM, HEPES 5.0mM pH 7.2.

Los sinaptosomas obtenidos se sometieron a diferentes condiciones experimentales
con el fin de evaluar el efecto del péptido 25-35 de la BA en la viabilidad de las
terminales nerviosas aisladas.

VIIL.2 Evaluacién de la actividad mitocondrial de sinaptosomas
por la técnica de reduccion del MTT

Laevaluacién de la funcionalidad sinaptosomal se basa en una técnica colorimétrica
que mide la transformacién de MTT (3-(3,5-dimetltiazol-2-il)-2-5-difenil tetrazodio)
a sales de formazan (Mossman, 1983). Por medio de esta técnica se evalia la actividad
de la cadena respiratoria de las mitocondrias en los sinaptosomas. El MTT se
incorpora a las mitocondrias de las terminales sindpticas y alli se reduce por
desidrogenasas en presencia de NADH, transformandose en un producto colorido
e insoluble de color morado, las sales de formazan. Durante el experimento se
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utilizaron tubos ependorf de 500 ul y a cada tubo con 200 pl de sinaptosomas,
(aproximadamente 60 mg de protefna), se les agreg6 4 ul de MTT para obtener una
concentracion final de 10 mM después de la incubacién a 37° Cdurante 2,3y 4
horas. Al final de los tiempos sefialados los tubos se centrifugaron a 5000 rpm por
un lapso de 3 minutos y a el sedimento con sinaptosomas se le agreg6 500 ul de
isopropanol acido (mezcla de 2-isopropanol y HCI 1N ). Esta muestra que toma el
color morado (sales de formazén) se leeenel espectrofotémetro auna longitud de
onda 570 nn.

VIIL3 Electroforesis de proteinas e inmunoblot

o Electroforésis

Se colocan los sinaptosomas previamente incubados a los diferentes tiempos y
después de retirar el medio fisiologico se agregd un buffer de lisis conla siguiente
composicion: tris-HCl pH 7.3, 50 mM, NaCl, 150 mM, NP-40, 1% desoxycolato,
0.5%, cocktel de inhibidores de proteasas (Complete™, Boehringer Mannheim). La
proteina se cuantifico por el método de Lowry modificado (kit para ensayo de
proteina BioRad).

La electroforesis de 10 pg de proteina sinaptosomal en las diferentes condiciones se
realiz6 en un gel al 10% de acrilamida- SDS, las muestras se disuelven en buffer de
muestra en condiciones de reduccién con mercaptoetanol y azul de bromofenol y se
hierven 3 minutos a 92°C, para su posterior colocacién en el gel. El gel secorrea 25
mA, voltaje constante, en un buffer de tris, glicina, SDs.

o Transferencia

Para realizar la electrotransferencia el gel se equilibré enel buffer de transferencia
(tris, glicina y metanol 20%) durante 10 minutos aligual que el papel de nitrocelulosa
(poro 20m). La transferencia se llevé a cabo durante 1 h 15 min a 200-250 mA.
Posteriormente la membrana de nitrocelulosa se proceso con los diferentes
anticuerpos previo bloqueo en PBS-albimina al 5% por lo menos durante 2 horas.

« Imnunoblots

Posterior a la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubé con el anticuerpo
primario a las siguientes diluciones: antisinaptofisina 1:500, anti-actina 1:500, anti-
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residuos de fosfotirosinas 0.5 pg/ml, diluidos en PBS-albamina al 5% durante 24 h
a4°C. Después de 3 lavados de 5 min con PBS-albimina-tween 20 al 0.1% se procedié
a laincubacién con los anticuerpos secundarios. El segundo anticuerpo anti-IgG de
ratén biotinilado se incubé en la solucion bloqueadora durante 2h a temperatura
ambiente. Se lavé nuevamente 3 veces por 5 min y se hizo una incubacién con la
mezcla AB (avidina-estreptovidina). La membrana de nitrocelulosa se reveld por el
método de quimioluminiscencia conel reactivo ECL (Amersham , Arlington Heights,
IL)y detectado en un film Kodax X-Omat, o con diaminobencidina (Sigma Chemical,
St. Louis, MO).

V114 Estadistica

Los resultados presentados representan el promedio de 6-12 experimentos
independientes * error standard (ES). Las diferercias significativas se obtuvieron
procesando los datos por la prueba de t de student de manera no pareada en el
programa Origin 4.10.
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IX. RESULTADOS

Conel objeto de determinar si el fragmento activo 25-35 del £A tiene efecto en la
viabilidad sinaptosomal se desarroll6 la primera serie experimental, en la cual los
sinaptosoinas se incubaron durante 2, 3 y 4 horas en dos condiciones diferentes: la
primera fue la condicién control (sinaptosomas en medio basal) y la segunda,
sinaptosomas incubados con el fragmento 25-35 del A (50uM). La incubacién de
sinaptosomas con el A no indujo cambios importantes en la reduccién del MTT a
los tiempos de 2, 3 y 4 horas (7%, 3% y 2% de inhibicién en la reduccién del MTT
respectivamente) y estadisticamente no significativos (figura 1).

Por otro lado, se incubaron sinaptosomas en condiciones despolarizantes a los
mismos fiempos experimentales con KCl a una concentracién 50 mM en ausencia y
presencia del fragmento 25-35 del 8A, con el fin de estudiar si la entrada de Ca®
inducida por despolarizacién era un estimulo suficiente para incrementar Ia
vulnerabilidad de los sinaptosomas al péptido 25-35. Los resultados se presentan
en la figura 2 y muestran que, al contrario de lo esperado, la reduccion del MTT se
incrementa 26, 30 y 28% a las 2, 3 y 4 horas respectivamente y fue estadisticamente
significativo. Mientras que en la condicién despolarizante en presencia del péptido
se ve un decremento en la reduccién del MTT respecto a la condicién de
despolarizacién de un 12,13y 15 % a las 2, 3 y 4 horas respectivamente. En esta
condicién el péptido 25-35 no mostré efectos téxicos y no fueron estadisticamente
significativos con respecto a la condicién despolarizante.

Oftra situacién experimental relacionada con un posible evento capaz de aumentar
la toxicidad in vitro de la 8A es una disminucién critica en una fuente energética
importante para los sinaptosomas como es la glucosa. Para esta condicién incubamos
sinaptosomas en un medio con una concentracion de glucosa 10 veces menor (de
5mM a 0.5 mM). Los resultados se muestran en al figura 3, y podemos apreciar una
diferencia importante en la reduccién de! MTT al disminuir la concentracién de
glucosa con respecto al control, aproximadamenteenun 20,17y 27% alas2,3y 4h
respectivamente. Llama la atencién que la disminucién en la concentracién de la
glucosa en presencia del péptido 25-35 potencié de manera importante la inhibicién
en la reduccién de! MTT con respecto al control (36, 48 y 48% respectivamente).

En vista del papel que se ha adjudicado al 8A con respecto a sus posibles efectos
toxicos en relacién con una desestabilizacion en la homeostasis del Ca? interno,
decidimos valorar la participacion de la liberacion de Ca™ de pozas enddgenas
activando el canal de rianodina con la misma rianodina 100 nM y con cafeina a
concentracion 5 mM. Los resultados obtenidos en presencia de cafeina 5SmM (figura
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4) muestran un decremento en la reduccion deMTT24,12y19% alas 2,3y 4 horas,
respectivamente. En esta misma condicién peroen presencia del péptido 25-35 del
A se inhibi6 de manera mucho més importante Ja reduccion del MTT (33, 40y 27%
a las 2, 3 y 4 horas respectivamente).

Los efectos de la rianodina sobre la funcionalidad de las terminales nerviosas se
representan en la figura 5. En esta condicién encontramos una disminucién en la
reduccién del MTT (26,19 y 21 %) estadisticamente diferente con respecto al control.
Referente al efecto en la reduccion de MIT en presencia de rianodina mas el péptido
2535 simultaneos, no observamos una potenciacion en la toxicidad alas2y3hy
solo a las 4 horas se observa un ligero decremento en la reduccién del MTT queno
fue estadisticamente significativo.

En otra serie experimental decidimos explorar si concentraciones mas bajas de
cafeina podian inducir inhibicién en la reduccion del MTT y se podia seguir
observando la potenciacién por el péptido 25-35. Para ello se utiliz6 la cafeina a
una concentracién de 5uM. Cabe recordar que a esta concentracion la cafeina puede
ejercer otros efectos biol6gicos como son: inhibicién de la fosfodiesterasa y aumento
en el AMPc e inhibicion de los receptores para adenosina. Enla figura 6A, se observa
que la cafeina 5uM disminuye la reduccion del MTT enrelacién con el control (15,9
y 14 % a las 2, 3 y 4 horas). Esta dltima condicion en presencia del péptido 25-35
produjo una potenciacion importante en la disminucién de la reduccién del MTT
(28,22,y28% alas2,3y4h respectivamente) estadisticamente muy significativa. En
la figura 6B se muestra que la ausencia del Ca* externo no afecta Ia inhibicién de la
reduccion del MTT tanto en presencia de cafeina 5 WM como en presencia del
fragmento 25-35 del BA.

Los ultimos resultados de este trabajo {fig. 7 y 8) corresponden al andlisis por
electroforesis de algunas proteinas que nos pueden hablar dela integridad estructural
de los sinaptosomas, en la condicién que indujo los cambios més importantes en la
inhibicién de la reduccién del MTT. Las proteinas analizadas por Western-Blot
fueron: la sinaptofisina (la cual se ha utilizado como un marcador para detectar la
pérdida sinaptica en pacientes con enfermedad de Alzheimer), la proteina del
citoesqueleto actina (presente el grandes cantidades en los sinaptosomas y cuya
pérdida se asocia con la activacion de proteasas de cisteina o caspasas) y proteinas
conteniendo residuos fosforilados en tirosina (cuya aparicion habla de la activacion
especifica de cinasas de tirosina, involucradas en varios trabajos en la toxicidad del
RA {Luoet al, 1996).
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Los resuitados obtenidos para la protefna sinaptofisina se muestran en la figura 7,
en ésta vemos los cambios en la cantidad de esta proteina después de 30 y 60 minutos
de incubacién. En el carril 1 se muestran sinaptosomas controles, en el carril 2
sinaptosomas incubados con cafeina 5 pM, en el carril 3 sinaptosomas incubados
con cafeina 5 pM + 50 pM del péptido 25-35 después de 30 min. En la misma figura
en los carriles 4, 5 y 6 son las condiciones mencionadas en el mismo orden pero
después de 60 min de incubacién. En estas condiciones y a los tiempos mencionados
se observa una ligera pérdida de sinaptofisina mayor en la condicién de cafeina
SpM + péptido 25-35.

El analisis por Western-blot para la proteina actina se muestra en la figura 8, para
las condiciones anteriormente mencionadas a las 2 horas de incubacion. Llama la
atencién que en la condicién con cafeina 5pM + el péptido 25-35 se observé la
desaparici6n casi completa de la actina.

Por dltimo, en la figura 9 se muesira el efecto de la cafeina 5 pM en ausencia y
presencia del péptido 25-35 en la incorporacién de residuos fosforilados en tirosina
dedos proteinas, una de aproximadamente 120 kDa y otra de aproximadamente 70
kDa. En el carril 1 se muestran sinaptosomas controles, en el 2 en presencia de
cafeina 5 uM y en el 3 cafeina 5 uM + péptido 25-35 después de 30 min de incubacién,
los carriles 4, 5 y 6 son las condiciones anteriores en el mismo orden pero después de
60 min de incubacién. Los resultades obtenidos en estos experimentos muestran
que existe un ligero incremento en la incorporacién de fosfatos en residuos de
tirosinas que se detecta desde tiempos cortos y que es mas claramente observable en
la condicion de cafeina + el péptido 25-35 de 1a 8A.
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Figura 1.

Efecto del péptido 25-53, 50uM sobre la viabilidad sinaptosomal. Se
muestran las unidades de absorbancia relativas a la cantidad MTT
reducido en sinaptosomas incubados durante 2, 3 y 4 horas. Como se
observa no existe una diferencia significativa en la viabilidad
sinaptosomal al comparar al control con la condicién en presencia del
RA. Los resultados se expresan como promedio de & experimentos
independientes £ E.S.
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Ficura 2.

Efecto del péptido 25-35, 50 uM sobre la viabilidad sinaptosomal en

una condicién despolarizante. Se observa el efecto de una

despolarizacion sostenida con KCl 50 mM sobre la reduccién dei

MTT que corresponde a un aumento en la reduccion del MTT, por

otro lado se detecta un ligero decremento de este efecto en presencia
del péptido 25-35 de Ia SA. Los resultados son el promedio de 6
experimentos independientes * E.S., * p< 0.05, **p< 0.005, **p<

0.0005*.
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Ficura 3.

Efecto del péptido 25-35 del BA sobre la viabilidad sinaptosomal en
condiciones de glucosa normal (5mM) y de glucosa baja (0.5mM) en
ausencia y presencia del péptido 25-35. Como se muestra existe una
diferencia significativa en la inhibicién de Ia reduccién del MTT en
condiciones de glucosa baja a las 2,3 y 4 h conrespectoal control. Este
efecto de inhibicién en la reduccién del MTT se potencia de manera
importante en presencia del péptido 25-35. Los resultados son el
promedio de 6 experimentos independientes + ES., * p<0.05, *p<
0.005, ***p< 0.0005
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Efecto sobre la reduccién de MTT del péptido 25-35 (50 *M) en
presencia de cafeina 5SmM. Se observa una disminucién en lareduccién
del MTT en presencia de cafeina 5 mM que se potencié de manera
importante cuando se adicioné el péptido 25-35 del BA en los tres
tempos estudiados. Los resultados son el promedio de 6 experimentos
independientes £ E.S., ** p< 0.05, *p< 0.005, ***p< 0.0005.
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Efecto del A en presencia de rianodina a una concentracién 100nM.
El efecto de la rianodina sobre la viabilidad sinaptosomal es
estadisticamente significativa en los tiempos 1y 3 con respecto al
control. Al colocar de forma simultanea la rianodina y el peptido 25-
35 no se logra un mayor efecto con respecto a la viabilidad de las
terminales aisladas en comparacién con el efecto que produce la
rianodina Los resultados son el promedio de 6 experimentos + E.S.*
p<0.05, **p< 0,005, ***p< 0.0005
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Efecto del péptido 25-35 en la viabilidad sinaptosomal en presencia de
cafeina 5uM cony sin Ca?. En A se muestran los efectos de cafeina
S5uM sobre la reduccin del MTT y la presencia del péptido 25-35
potencia este efecto. En B se muestran estos mismos efectos en ausencia
de Ca™ externo y en presencia de EGTA 20 uM. Los resultados son el
promedio de 6 experimentos + E.S,, * p<0.05, *p< 0.005, ***p< 0.0005*,
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30 MmINUTOS 60 MINUTOS

Ficura 7.

Anélisis por Western-blot de la presencia de sinaptofisina después de.
30y 60 min de exposicién delos sinaptosomas a cafefna 5 (M y cafeina
+ BA 25-35 (50 pM). Cada'linea se cargé con 10 ug de proteina
sinaptosomal incubada dyrante 30 min (lineas1, 2y 3) y 60 min (lineas
4,5y 6). Sinaptosomas controles (ineas 1y 4), cafeinia 5 pM (lineas2 y
5}y cafefna 5uM + péptido 25-35, 50 uM. (lineas 3y 6) Aqui, podemos\ 3

observar que existe un' hgero decremento La ﬁgu.ra es representahva S

de 4 experimentos.
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Ficura 8.

Analisis por Western-blot donde se muestra la proteina actina de
sinaptosomas después de 2 horas de incubacién en las siguientes
condiciones: controles (1), incubados con cafefna 5 pM (2), cafefna 5
puM+£A 25-35, 50 pM (3) y el BA (4)
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Ficura 9,

Anélisis por Western-blot de 1a presencia de residuos fosforilados en
tirosinas después de la incubacién durante 30 min (lineas1,2y3)y
60 min (lineas 4, 5 y 6) de sinaptosomas controles (lineas 1y 4),
sinaptosomas incubados con cafeina .5 uM (lineas 2 y 5) y
sinaptosomas incubados con cafeina 5 pM + pépt1do 25-35, 50 uM -
(lineas 3 y 6). La figuraes representatwa de4 expermentos




X. DiscusioN

El estudio de los mecanismos involucrados en la muerte neuronal y en particular
dela pérdida de neuronas que ocurre en la EA es de gran interés puesto que los
estudios epidemiol6gicos revelan que la enfermedad se presenta en un ndmero
importante de individuos, y ademas la tendencia va creciendo. Con respecto a lo
anterior, algunos datos mencionan que del 402l 60% de las personas mayores de 60
arios que presentan algiin tipo de demencia, precisamente es del tipo Alzheimer.

Los resultados presentados en este trabajo estin enfocados a la caracterizacién de
los efectos téxicos del SA en terminales nerviosas aisladas, con el fin de aportar
informaci6n que contribuya a entender algunos mecanismos por los cuales la
acumulacién de esta proteina puede ser toxica y en particular si las terminales
nerviosas aisladas pueden ser un blanco importante de esa toxicidad.

X1 Reduccién del MIT como pardmetro de funcionalidad
en los sinaptosomas

La técnica de reduccién del MTT se ha utilizada ampliamente como un sistema
capaz de cuantificar la viabilidad celular en diferentes modelos y fue descrita ori-
ginalmente por Mossman en 1983. Esta técnica consiste en medir la viabilidad celular
evaluando la actividad de la cadena respiratoria de las mitocondrias en las células.
En vista del importante papel de las mitocondrias y de su abundancia en las
terminales nerviosas aisladas consideramos que el uso de esta técnica nos permitiria
evaluar la funcién respiratoria de los sinaptosomas, lo cual, si bien no esun pardmetro
de viabilidad puesto que se trata de una preparaci6n totalmente in vitro y carente
del resto de los elementos neuronales, si puede ser un buen indice de funcionalidad
sinaptosomal.

Una vez caracterizado la concentracién de MTT adecuada para la cantidad de
sinaptosomas utilizados en cada uno de nuestros ensayos, esto es, que hubiera
linearidad entre el tiempo de incubacién transcurrido y la cantidad de compuesto
reducido, (datos no mostrados) también realizamos diferentes tiempos de incubacién
para escoger aquellos en los que los cambios en la reduccién del MTT control no
fueran muy grandes con el fin de estudiar los cambios aditivos de los diferentes
tratamientos (datos no mostrados).

Con las caracterizaciones anteriores encontramos que los tiempos adecuados para
valorar alteraciones en la reduccién del MTT bajo las diferentes condiciones
experimentales fueron durante las primeras 4 horas, ya que después de este tiempo,
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lasalteraciones en la reduccion del MTT en sinaptosomas controles son tan grandes
que no sirven para explorar los efectos aditivos de las diferentes drogas.

Esimportante recalcar el hecho de que, si bien la técnica se ha utilizado para medir
muerte celular, en nuestro paradigma podemos solamente decir si los diferentes
tratamientos utilizados producen alteraciones en la capacidad respiratoria de las
mitocondrias las cuales, sin duda, pueden correlacionar con la presencia de efectos
t6xicos de los diferentes tratamientos. Por lo anterior a lo largo de esta discusién se
hablara de “viabilidad sinaptosomal” con la salvedad antes mencionada.

X.2 Efectos basales del A

Respecto al efecto sobre la viabilidad sinaptosomal del péptido 25-35 del 8A, a
diferentes tiempos 2, 3 y 4 horas y en condiciones basales se observé que la
disminuciénen la reduccién del MT T es tan solo del 7, 3, 2% con respecto al control,
lo cual concuerda con antecedentes que mencionan que el A por si solo no es capaz
de producir un gran dafio neuronal a tiempos cortos de exposicién. Conrespecto a
este punto, se sabe que el 8A se encuentra de forma circulante en personas de edad
avanzada que no presentan sintomas de algtn tipo de demencia. Una explicacién
posible es que la agregacién del péptido puede ser un factor altamente determinante
enla toxicidad del BA. Al respecto podemos decir que en experimentos disefiados
para detectar la toxicidad del péptido, éste se ha dejado en una temperatura de
preincubacion a 37° C, (condiciones propias para la agregacién del péptido) y los
efectos de toxicidad se ven aumentados después de la preincubacién. También se
conoce que la presencia de la Apo E o de los glucosaminoglucanos puede fungir
como nucleos de atraccién para el 8A que una vez agregado parece ser méas téxico.
Ademés también es importante tomar en cuenta que las condiciones que se presentan
enel medio interneuronal en los pacientes con EA como el pH, la concentracién de
diferentes iones o la presencia de algunas otras proteinas pueden ser factores que
determinen la toxicidad del BA. Al respecto disehamos algunas maniobras
experimentales basdndonos en algunos hechos que se han relacionado con la EA.
Estas condiciones que las hemos llamado como condiciones de “estrés metabélico”
son las siguientes: despolarizacion sostenida con KCl 50mM, deficiencia energética
disminuyendo la concentracion de glucosa, y alteracion de la homeostasis de] Ca**
de pozas endbgenas a través del canal de rianodina del reticulo endoplasmatico,
con rianodina y con cafeina a dos concentraciones.
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X.3 Efecto de la despolarizacion sobre la toxicidad del fA

En la figura 2 se presentan los resultados obtenidos sobre la viabilidad producido
por el péptido 25-35 del £A en una condicién despolarizante. De manera interesante
se observa que durante la despolarizacién sostenida de los sinaptosomas, existe un
aumento en la reduccién del MTT muy probablemente causado por la elevacién en
la actividad de la cadena respiratoria producto por la entrada de Ca?*. En esta
condicion el péptido 25-35 logra disminuir la reduccién del MTT en un 15% con
respecto a la condicién despolarizante, aunque esta reducci6n sigue siendo mayor
que en la situaci6n control. Nuestros resultados sugieren que, a pesar del papel
reconocido del Ca** en la toxicidad neuronal, pareceria que el o los sitios de entrada
de Ca™ que condicionan su elevacién intraneuronal o intrasinaptosomal son muy
importantes para producir o no efectos t6xicos. A este respecto ha sido reportado
que efectivamente no todo el Ca* que entra de manera masiva es capaz de inducix
toxicidad. Sattler et al., (1998) han concluido que la neurotoxicidad por Ca** depende
mas dela ruta de entrada que del contenido total del Ca* que halla penetrado a una
neurona.

X.& Efecto de la disminucion de la glucosa en la toxicidad de la iA

Se puede observar claramente que al disminuir la concentracién de glucosa del
medio 10 veces, de 5mM a 0.5mM, existe un efecto notable en la disminucién de la
reduccién del MTT en los sinaptosomas. De manera muy interesante, este efecto
inhibidor se potencié en presencia del fragmento 2535 del BA. Es bien conocido
que las células neuronales son muy susceptibles a la falta del aporte de oxigeno o de
glucosa, esto es, que gran parte de la energfa que utilizan proviene de la glucélisis
aerébica. En esta condici6n de bajo aporte energético el péptido 25-35 disminuye
importantemente la viabilidad sinaptosomal lo que nos lleva a concluir que un
estado de “compromiso metabélico” produce una susceptibilidad para que el £A
manifieste sus efectos téxicos. Un dato interesante con respecto a lo anterior, es gue
en los andlisis realizados en pacientes con EA se han encontrado numerosos focos
deisquemia en regiones que presentan poblaciones neuronales afectadas por placas
seniles (Rosen et al 1979).

Aunque en los experimentos disefiados no podemos hablar del probable mecanismo
de toxicidad del BA, existen multiples reportes que muestran que el 8A puede
incrementar la produccién de especies reactivas de oxigeno (Biancaetal., 1999). Un
déficit energético también conduce a un incremento de especies reactivas de oxigeno
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lo que podria explicar el efecto sumatorio de ambos tratamientos que conduce a
una importante disminucién en la capacidad mitocondrial para reducir el MTT.
Por otro lado se ha demostrado que en condiciones de compromiso energético, la
entrada de Ca* se incrementa al disminuir la energia y bajar la capacidad para
mantener los gradientes idnicos. Mattson et al., (1992) demostraron en neuronas de
humano que el péptido 25-35 del 8A incrementa la toxicidad de los aminoacidos
excitadores porque es capaz de alterar la homeostasis del Ca®. Los posibles
mecanismos por los que el 8A induce desestabilizacién de la homeostasis de Ca?
se desconocen, pero existen varias posibilidades. Su efecto puede no ser especifico,
como la regulacién de la energia celular que a su vez altere los mecanismos de
regulacién de la homeostasis del Ca® interno o también modificando la entrada de
Ca® a través del receptor para amino4cidos excitadores, a través de canales sensibles
a voltaje, 0 a través de la interaccion reportada sobre el receptor de sustancia P que
a su vez eleva las concentraciones del inositol trifosfato. Para estudiar este tipo de
mecanismos decidimos explorar los efectos del BA sobre sistemas end6genos de
regulacion del Ca?* y de manera particular, las pozas internas que son sensibles a
rianodina y cafeina.

X.5 Efecto de la rianodina sobre toxicidad de la fA

Como se muestra en la gréfica correspondiente pudimos detectar claramente el efecto
toxico de la rianodina en sinaptosomas y que en estas condiciones no se manifiestan
de manera importante los efectos toxicos del 8A. La rianodina es una substancia
que actia de forma especifica sobre los receptores del mismo nombre situados
sobre el RE y dependiendo de la concentracién utilizada se puede abrir, cerrar o
dejar inactivo al canal. Parece ser que el BA no tiene un efecto importante de
potenciacion en esta condicién pues probablemente la salida de Ca?* de los sitios
sensibles a rianodina es tan grande que provoca una gran disminucién en la
reduccién del MTT lo que pudiera encubrir el efecto escaso de toxicidad
correspondiente a el BA. '

Aunque existe aiin controversia sobre la presencia de RE en sinaptosomas puesto
que no se ha podido detectar claramente a través de observaciones de microscopia
electrénica, existe evidencia por estudios de autoradiografia de una alta
concentracién del receptor de rianodina en sinaptosomas y en vesiculas sinapticas
(Paduaetal., 1991) y este compuesto tuvo efectos notables sobre la reduccién de
MTT por la mitocondria.



X.6 Efectos de cafeina y toxicidad del fA

Lacafeina tiene diferentes efectos a diferentes concentraciones sobre varios sistemas
celulares. A concentraciones milimolares se sabe que interactia con los canales de
rianodina y es capaz de sacar Ca®* de pozas endégenas. En el presente trabajo
nuestros resultados mostraron un efecto importante de la cafeina 5 mM sobre la
reduccién del MTT, que sin embargo fue de menor magnitud que la causada porla
rianodina. En estas condiciones fue interesante el demostrar que el péptido 25-35
del A tuvo un efecto potenciador en esta inhibicion de la reduccién del MTT. En
nuestros resultados se observa un efecto téxico de la cafefna. Este efecto se puede
explicar por la alteraci6n en la concentracién de Ca* endégeno a través del canal
de rianodina, pero nos queda por resolver cial es el mecanismo por el que se
presenta el efecto potenciador del #A. Al respecto podriamos mencionar, a manera
de hipétesis y en virtud de que el 8A puede estar interactuando con el Tecepior a
substancia P y que este a su vez promueva un aumento en los niveles de IP3 con
una consecuente liberacion de calcio de pozas endégenas. Por otro lado también se
puede considerar que, como ya se menciond, el péptido 25-35 del BA pudiera ejercer
sus efectos aumentando la produccién de especies reactivas de oxigeno que a su
vez tuvieran un efecte deletéreo sobre los mecanismos que operan para mantener fa
homeostasis del Ca* interno. En este sentide se podria mencionar que estos efectos
del £A tal vez no son suficientes para que de manera tnica produzcan toxicidad
mitocondrial pero sumados al efecto de la movilizacién endégena del Ca** resulten
en una potenciacion de la inhibicién para reducir el MTT.

Enotro tipo de experimentos estudiamos los efectos de cafeina pero utilizando una
dosis menor de 5 pM. La cafeina a esta concentracién puede tener otros efectos
celulares como inhibidor de la accién de la fosfodiesterasa la cual se encarga de
transformar al AMPc a su forma no ciclica (AMP) y de esta forma regular el sistema
de transduccién dependiente de este nuclestido ciclico, y por otro lado puede actuar
como inhibidor de receptores purinérgicos. En nuestros resultados encontramos
claramente que la cafeina a esta concentracién 1000 veces menor sigue teniendo un
efecto considerable en disminuir la reduccién del MTT y el péptido del RA sigue
potenciando este efecto. Hasta el momento no podemos concluir si los efectos
observados dependen de la accién de la cafeina sobre otros sisternas celulares o si
su efecto prevalente sigue siendo a través de la movilizacién de Ca* de pozas
endégenas. No se puede descartar que la cafeina a esta concentracion presente sus
efectos por una elevacién en los niveles del AMPc y que en esta condicién se
promueva un estado que aumente la vulnerabilidad de los sinaptosomas a otro
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estimulo toxico como seria la presencia del péptido 25-35. A este respecto existe un
reporte en donde se ha descrito que en astrocitos en cultivo el A puede incrementar
los niveles del AMPc.

Aungue no se conoce muy bien si el BA ejerce ciertos efectos t6xicos de manera
inespecifica, existen varios reportes que sefialan que esta proteina puede interactuar
con sitios de pegado especificos en la membrana neuronal. Entre estos sitios se han
mencionado los sitios para unién a sustancia P, y el receptor RAGE entre otros (Shi
etal., 1997; Kimura y Schubert, 1993; Yan et al., 1995). El receptor a sustancia P se
encuentra acoplado a un sistema de proteinas G y segundos mensajeros que
aumentan la concentracién del inosiltrifosfato (IP3) que a su vez puede movilizar
Ca* dereservas endégenas.

X.7 Alteraciones Estructurales
« Analisis de la proteina sinaptofisina

Lasinaptofisina es una proteina estructural que se encuentra en grandes cantidades
en las terminales nerviosas y que ha sido un marcador ampliamente utilizado enel
andlisis de los cerebros de pacientes con EA. En nuestros experimentos decidimos
estudiar cambios en esta proteina para tratar de correlacionar pérdida en esta proteina
estructural con la toxicidad mitocondrial observada. Nuestra hipotesis es que en las
condiciones estudiadas, ademas de los efectos sobre actividad mitocondrial, ocurran
cambios como activacion de proteasas (probablemente dependientes del aumento
enel Ca* intrasinaptosomal).

Enel presente trabajo se observé una disminucién en la cantidad de sinaptofisina
en las condiciones que disparan toxicidad mitocondrial. Sin embargo la pérdida de
esta proteina no fue muy grande lo que nos puede hacer pensar que para que esta
degradacién ocurra tiene que transcurrir un tiempo mayor al estudiado por nosotros
y en nuestro sistema no es factible hacerlo.

« Pérdida de actina en presencia de cafeina y 8A

Enlos resultados del analisis de la proteina que conforma de manera importante al
citoesqueleto encontramos que la actina se ve severamente disminuida en la
condicién de cafeina 5uM en presencia del RA y esto nos permite concluir que la
presencia de estos dos agentes que inducen estrés metabdlico puede inducir sefiales
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que produzcan alteraciones en protefnas que conforman el citoesqueleto y proteinas
asociadas a éste que a la postre pudieran derivar en la formacién de marahas
nurofibrilares, que es una de las marcas histélogas que caracterizan a la EA o que
simplemente contribuyan al deterioro de las sinapsis. Otra de las implicaciones de
lo anterior es que en los sistemas de degradacién de proteinas se han descrito
ampliamente a las caspasas que son proteasas de cisteina que contribuyen
importantemente a la llamada muerte celular programada de tal manera, que las
sefiales de estrés aunadas a la presencia del §A pudieran ser capaces de iniciar una
serie de eventos que culminen con la activacion de esfas proteasas y de esta manera
refacionarse con el mecanismo de la apoptosis. A este respecto existe evidencia de
que en terminales nerviosas aisladas se pueden iniciar las sefiales que conduzcan a

la apoptosis y que en estas terminales hay activacién local de caspasas (Mattson y
cols., 1998).

¢ Residuos fosforilados en tirosinas

Con respecto al andlisis de aparicién de residuos fosforilados en tirosina
encontramos que de manera muy interesante en los sinaptosomas solo aparecen
dos proteinas que contienen estos residuos: una proteina de aproximadamente 120
kDa y otra de aproximadamente 70 kDa. Posteriormente a la incubacién con la
condicién de cafeina 5pM y con la incubacién de cafeina 5pM + 8A 25-35 se
incrementa la presencia de estos residuos fosforilados en tirosinas. A este respecto
es interesante el mencionar que parte de los mecanismos que se han descrito que se
activan por la presencia del A son a través del receptor de factores de crecimiento
que se asocian a proteina cinasas de tirosina (Luo et al., 1994). De esta manera se ha
propuesto que bajo condiciones que potencian la actividad de tirosina cinasas, se
puede estimular el influjo de Ca®. En este contexto también es interesante el
mencionar que varios receptores ligados a proteina cinasas de tirosina pueden
también activar a la enzima MAP cinasa y a pCDC34, las cuales son cinasas
involucradas en la conversién de tau hacia filarmentos apareados helicolidales. De
esta manera, el BA pudiera actuar via receptores ligados a tirosina cinasas
estimulando el influjo de Ca* y activando cinasas que fosforilen a la proteina tau.
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XI. CoONCLUSIONES

El péptido 25-35 del 8A no es téxico en condiciones basales.

El péptido 25-35 potencia la toxicidad en sinaptosomas de condiciones de bajo
aporte de glucosa o en presencia de cafeina 5 mM o 5 M.

A concentraciones de cafeina 5 yM es probable que el mecanismo involucrade
se relacione con un aumento en la produccién de AMPc¢, dado que a esta
concentracién, la cafeina se comporta como inhibidor de la fosfodiesterasa,
aunque no se excluye que active también al receptor de rianodina.

A una concentracién 5mM de cafeina el mecanismo que puede estar
determinando la potenciacién en la toxicidad del péptido 25-35 es la salida de
calcio de sitios sensibles al canal de rianodina.

Después de 1 hora de incubacién con el péptido 25-35 se observé un ligero
incremento en la produccién de residuos fosforilados en tirosina lo que sugiere
que parte de los efectos observados correlacionan con la activacién de cinasas
de tirosina.

Después de 1 hora de incubacién con el péptido 25-35 se observa un ligero
decremento en la cantidad de proteina sinaptofisina que representa dafio
estructural de los sinaptosomas.

Después de 1 hora y 30 minutos de incubacién con el péptido 25-35 se observa
un claro decremento en la cantidad de proteina actina la cual es un sustrato
muy importante de caspasas por lo que estas enzimas pudieran estar activandose
en nuestras condiciones experimentales.

Estos resultados sugieren los efectos téxicos del fragmento 25-35 del 8A sobre
terminales nerviosas aisladas en condiciones previas de alteraciones en los
niveles de segundos mensajeros.
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