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|. Abreviaturas

*ABAD: Deshidrogenasa pA-de union a
alcohol

Ach: Acetilcolina.

*AChE: Acetilcolinesterasa.

ADN: Acido desoxiribonucleico.

AINE: Antiinflamatorios no esteroideos.
AMPc: adenosinmonofosfato ciclico.
*APL-1: Proteina precursora similar a
amiloide-1.

ApoE: Apolipoproteina E.

ApoE4: Apolipoproteina E4.

*APPL: Proteina precursora similar de
amiloide.

#[B-A: Péptido B-amiloide.

CBA: Comisura blanca anterior.
*ChAT: Acetilcolintransferasa.
*CREB: Factor de transcripcion.
DSTA: Demencia senil tipo Alzheimer.
EA: Enfermedad de Alzheimer.

ERO: Especies de oxigeno reactivas.
*ERPs: Potenciales eventos
relacionados.

FSC: Flujo sanguineo cerebral.

*FTD: Demencias del I6bulo fronto-
temporal ligadas al cromosoma 17
*GABA: Acido gamma aminobutirico.
GAGs: Glucosaminoglicanos sulfatados.
GSK-3p: Glucogeno cinasa 30.

HP: Hipocampo precomisural.

HS: Hipocampo supracomisural.

IL-1B: Interleucina 1p.

IL-6: Interleucina 6.

*IPs: Isoprostantes.

*LPO: Peroxidacion lipidica.

*LTD: Depresion a largo plazo.

*LTP: Potenciacion de larga duracion.
*MAPK: Cinasa activada por mitbgenos.
MCP: Memoria a corto plazo.

MLP: Memoria a largo plazo.

*NFT: Ovillos neurofibrilares.

NMDA: Receptores gluatamatérgicos del
tipo de N-metil-D-aspartato.

NNOS: Oxido Nitrico Sintasa neuronal.
*NSF: Factor sensible a n-etilmaleimida
*PDGF: Factor de crecimiento derivado de

plaquetas.



*PEPS: Potencial post-sindptico exitador.
*PET: Tomografia por emision de
positrones.

*PHFs: Filamentos helicoidales
apareados.

PIPS: Potencial post-sinptico inhibidor.
PPA: Proteina precursora de amiloide.
*PrP: Proteina prién

PS1: Presenilina 1.

PS2: Presenilina 2.

*PZ: Antagonista pirencepina.

RM: Resonancia magnética de craneo.
RMf: Resonancia magnética funcional.
RMN: Resonancia magnética nuclear.

* Por sus siglas en inglés

*RNA: Acido ribonucléico.

*RNAmM: RNA mensajero.

*ROCs: Caracteristicas del receptor
operacional.

SNA: Sistema nervioso autbnomo.
SNC: Sistema nervioso central.

SNP: Sistema nervioso periférico.
SNS: Sistema nervioso somatico.
*SPECT: Tomografia computarizada por
emision de foton dnico.

TAC: Tomografia axial computarizada.
*TNFa: Factor de necrosis tumoral.

*WT: Animales de linea silvestre.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer (EA), ha sido
por mucho tiempo uno de los grupos de enfermedades mas complejos, devastadores y sin
curacion que la medicina enfrenta. No obstante, en los Ultimos afios se han logrado adelantos
importantes en investigaciones genéticas, bioquimicas y epidemioldgicas, entre otras.
Asimismo, estudios recientes se estan centrando en factores que pueden ser tomados en
cuenta para reducir el riesgo de que la persona desarrolle la EA en el futuro.

La EA es producida por una combinacion de eventos que impiden o dificultan las
funciones neuronales normales. En ese sentido, mas que considerarla una enfermedad, la EA
es un sindrome.

Por otro lado, la EA esta considerada como la principal causa de demencia y ésta es la
cuarta causa de muerte en personas de edad avanzada. Una conciencia notable del impacto
social de la EA durante la dltima década ha llevado a grandes esfuerzos en la investigacion
con el fin de determinar la etiopatogenia, diagndstico y tratamiento de esta enfermedad. Sin
embargo, las causas de la EA asi como de la demencia no han sido aun clarificadas.

La demencia es un sindrome clinico, lo que implica que no existe una Unica explicacién
nosologica del mismo. La mayoria de los casos de la EA son esporadicos, y un 5% tiene un
patrén de herencia dominante.

Debido a la complejidad del estudio de la EA, conjuntamente con la demencia y la
memoria, se han disefiado e implementado modelos para el estudio de la EA, por lo tanto, el
objetivo de este trabajo es realizar una revision exhaustiva y actualizada de los modelos

existentes.

— Facultad de Quimica
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2. ANTECEDENTES

En la medida que entendemos mejor la complejidad de la EA, se revelan las bases
biolégicas subyacentes de su patogénesis, apareciendo nuevos blancos terapéuticos.
Muchos agentes que son investigados apuntan a las etapas tempranas de la enfermedad.
Su objetivo es prevenir o al menos retardar la progresion hacia la aparicién del déficit clinico.
Sin embargo, uno de los problemas que enfrenta la investigacion en el area, es lograr
distinguir entre los eventos primarios y secundarios. 2

Los mecanismos patoldgicos involucrados consideran las diversas acciones del péptido
p-amilode (BA), incluyendo la acumulacion de agregados, la cascada inflamatoria, el dafio
oxidativo neuronal, alteraciones de la proteina tao (t), la formacién de ovillos neurofibrilares
(NFT), defectos sinapticos y déficit de neurotransmisores.

Las formas familiares de la EA, secundarias a mutaciones hereditarias, han ofrecido una
aproximacion para el andlisis de los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis
de la enfermedad. ¢

En la actualidad uno de los temores mas generalizados en el ser humano son el miedo
al envejecimiento, confusion para hablar, olvidos eventuales, pasos vacilantes, arrugas,
alteraciones sensoriales y mentales, aislamiento, rechazo, entre otros, son indicios que se
van presentando conforme va avanzando la edad, ya que el envejecimiento es un proceso
de cambios naturales.®*

Vivir una vida larga puede ser motivo para desarrollar enfermedades, si no se
diagnostican bien y a tiempo, pudiendo convertirse en un problema crénico y progresivo

como es el caso de las demencias. &%

— Facultad de Quimica
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El deterioro cognitivo que se produce en la EA abarca practicamente todas las
capacidades mentales, pero sin duda la que resulta mas afectada, y ademas esta presente
desde el inicio de la enfermedad, es la memoria. Uno de los primeros sintomas que
aparecen son los olvidos. Poco a poco esos pequefios olvidos se van haciendo cada vez
mas graves hasta dejar de llevar una vida normal al no poder recordar ni siquiera su propia
historia. ¢ ®

Decir que una persona sufre trastornos de memoria es muy genérico ya que ésta es una
capacidad muy heterogénea que abarca actividades muy diferentes desde recordar algun
episodio de nuestras vidas hasta algin conocimiento adquirido. Todos los tipos de memoria
no pueden regirse por los mismos mecanismos ni su funcionamiento depende de las mismas
zonas cerebrales. "®
2.1. Alzheimer

El Alzheimer es una enfermedad progresiva, degenerativa e irreversible que afecta al
cerebro y ocasiona, lentamente, trastornos en la memoria hasta llegar a su pérdida total,
deterioro en el juicio; dificultad para encontrar palabras, mantener conversaciones, ideas o
instrucciones; pérdida de la ubicacién en el tiempo y en el espacio, y cambios en la
personalidad y en la conducta. &%

El deterioro cognitivo progresivo caracteristico va acompafiado por la atrofia y muerte de
determinadas subpoblaciones neuronales asi como por la aparicion de las dos marcas
histopatoldgicas importantes de esta enfermedad: las placas seniles y los NFT (Figura 1).

Las placas seniles son depoésitos extracelulares formados fundamentalmente por el

péptido BA y, a menudo, rodeadas de neuritas distréficas. Los NFT son estructuras

— Facultad de Quimica
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intraneuronales formadas por los filamentos helicoidales apareados (PHFs) que a su vez

estan formados por la proteina T aberrantemente hiperfosforilada. ¢ ®
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Figura 1. Deterioro caracteristico en la Enfermedad de Alzheimer.®

Caracteristicas patolégicas de la EA

En la EA se observa una pérdida selectiva de neuronas en el hipocampo y la corteza.
Los cerebros de estos pacientes muestran las placas seniles, o de A y NFT, entonces, la
pregunta clave es, si las placas y ovillos causan la EA o son el resultado de eventos
patologicos tempranos, existiendo una correlacion pobre entre la densidad de las placas y la
severidad de la enfermedad, y si, la aparicién de los NFT muestran buena correlacién con el

deterioro cognitivo o son un evento tardio. 3 ®

— Facultad de Quimica
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Existen mutaciones en 3 genes que se asocian a la EA familiar (menos del 5% y se
inicia a edades mas tempranas que la forma no-familiar, denominada EA esporadica). Los
genes afectados son los que codifican para la proteina precursora de amiloide (PPA) 19 |a
proteina presenilina 1 (PS-1) &9y la proteina presenilina 2 (PS-2) 19,

Ademas, el genotipo de apilipoproteina E4 (ApoE4) es un factor de riesgo que muestra
una correlacion alta con el desarrollo de EA. ApoE4 aparentemente influye tanto en la
formacion del depdsito de BA, como en la formacion de NFT. Un elemento comun para la EA
familiar y esporadica es la acumulacion de BA. Debido a esto se propuso la hipétesis de la
cascada del amiloide, la cual establece que la produccién excesiva de BA es la causa
primaria de la enfermedad. ¢ 1)

2.1.1. Marco tedrico

En Noviembre de 1906, el aleman Alois Alzheimer presentd en una reunién de
psiquiatria el tema "Una enfermedad caracteristica de la corteza cerebral". En ella describio
a una paciente llamada Auguste D., una mujer de 51 afios de edad, procedente de Frankfurt
gue presentaba pérdida de memoria, desorientacion, afasia, apraxia, agnosia, parafasia y
mania persecutoria que habia fallecido en abril de 1906, que fue cuando se realizo el
examen neuropatoldgico del cerebro y se relacioné con el trastorno que presentaba esta
mujer. 2

Los resultados de la autopsia evidenciaron la existencia de atrofia generalizada y
arteriosclerosis; asi se encontraron, por primera vez en la historia de la neuropatologia, NFT

y depésitos de sustancia amiloidea.

— Facultad de Quimica



Alzheimer: Modelos de Estudio en Animales

e ———

Cuatro afios después, en 1910, la enfermedad descrita por A. Alzheimer se denominé
demencia presenil, quedando definida para los casos de demencia anterior a los 50 afios de
edad. Sin embargo, el aumento de la expectativa de vida hizo que aparecieran estas
manifestaciones en la poblacién mas vieja. &'

En la década de los setenta la EA empezd a cobrar interés. Hoy dia se sabe que la
degeneracion neurofibrilar y las placas seniles son lesiones propias de la ancianidad y que la
EA las comparte con otras alteraciones. Actualmente, la longevidad o la disminucion de la
mortalidad han hecho que se presente una alta prevalencia e incidencia. 2

El concepto de demencia como diagndstico médico se atribuye a Philippe Pinel (1809),
quien la definié como “abolition de la pensée”. Emil Kraeplein (1919), dijo que la causa mas
frecuente eran las enfermedades vasculares y las clasifico en tres categorias:

1. Demencia precoz (a la cual Bleuler, en 1950, rebautizé como esquizofrenia).
2. Demencia presenil o EA. ®
3. Desoérdenes maniaco depresivos de la edad avanzada o demencia senil. ©

El término senilidad fue introducido por Pitdgoras, definiéndola como el estudio de las
dos ultimas épocas de la vida (entre las edades de 63 y 81 afios), cuando el sistema retorna
a la etapa infantil. 3

Durante las décadas siguientes se asumié que la enfermedad vascular responsable de la
demencia de edad avanzada era la arteriosclerosis de la carétida interna. Por muchos afios
se pensoO que la estenosis cervical de las arterias carotidas internas producia insuficiente

riego sanguineo de los I6bulos frontales y que ésta seria la causa del deterioro mental en la

edad avanzada o senil. Los estudios del flujo sanguineo cerebral (FSC) y del metabolismo

— Facultad de Quimica
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cerebral por tomografia por emision de positrones (PET) han demostrado que el flujo

sanguineo y el metabolismo cerebral no estan alterados en personas cuya demencia se

) (1,3, 13)

considera de origen vascular (Figura 2

Figura 2. Estudios de metabolismo cerebral, PET. 3

Por otro lado, los estudios de neuroimagen tales como tomografia axial computarizada
(TAC) (Figura 3a), resonancia magnética de craneo (RM) (Figura 3b), resonancia magnética
funcional (RMf) (Figura 3c), y la tomografia computarizada por emision de fotén unico

(SPECT) (Figura 4) muestran lesiones cerebrales permitiendo el diagndstico preciso de los

(1,3, 13)

diversos sindromes demenciales.

Figura 3A. Tomografia computarizada simple, la cual muestra atrofia cortico-subcortical. Dilatacion ventricular
compensatoria y disminucién del volumen cerebral. (13)

— Facultad de Quimica
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Figura 3B. Resonancia magnética nuclear de crdneo. La primera imagen corte axial T2, la cual muestra atrofia
cerebral, dilatacion ventricular y areas periventriculares de leucoaraiosis. La segunda imagen, corte coronal,
muestra atrofia de ambos hipocampos y de la regidn infero-lateral de los l6bulos temporales, ademas de
disminucién importante del volumen cerebral. La tercera |magen corte sagital, muestra atrofia cerebral,
disminucién del hipocampo derecho y del volumen cerebral. ¢

Figura 3C. Resonancia magnética funcional, la cual muestra distintas 4reas comprometidas en funC|ones
especificas de integracidn cortical. Se observa atrofia cerebral y areas de pérdida de actividad cortical. ¢

Figura 4. SPECT, cerebral en corte coronal, el cual muestra disminucién bilateral de la perfusion cerebral
predominantemente en las regiones temporales. 3

— Facultad de Quimica
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2.1.2. Memoria

La memoria humana es la funcién cerebral que resulta de conexiones sinapticas entre
neuronas por las que el ser humano puede retener experiencias pasadas. Los recuerdos se
crean cuando las neuronas integradas en un circuito refuerzan la intensidad de las
sinapsis.**

Estas experiencias, segun el alcance temporal con el que se correspondan, se
clasifican, convencionalmente, en memoria a corto plazo (MCP) (consecuencia de la simple
excitacion de la sinapsis para reforzarla o sensibilizarla transitoriamente) y memoria a largo
plazo (MLP) (consecuencia de un reforzamiento permanente de la sinapsis gracias a la
activacion de ciertos genes y a la sintesis de las proteinas correspondientes). ¢ *®

En la transformacion de una MCP a una MLP a los pocos minutos de una determinada
experiencia, es necesaria la sintesis cerebral de nuevas proteinas para que el recuerdo
permanezca a largo plazo. ©

Determinados estados psicoldgicos, como por ejemplo la hipnosis, multiplican la
memoria; asimismo, algunas sustancias, como las anfetaminas, acentian algunos tipos de
memoria; *®

« Memorias sensoriales.

« Memoria operativa.

e MLP.®

* Memoria procedimental (Implicita). (15)

* Memoria Declarativa (Explicita). (19)

— Facultad de Quimica
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2.1.2.1. Hipocampo

Una de las estructuras cerebrales involucradas en la memoria es el hipocampo. La
formacion hipocampal esta situada en la superficie media del l6bulo temporal, recibe
informacion de la corteza, y a su vez envia sefiales neuronales al hipotdlamo y al &rea septal
a través del fornix. La principal funcion del hipocampo es la de la consolidacion de la
memoria y el aprendizaje. Una lesion en esta zona produce amnesia anterégrada, sin

afectar al aprendizaje de nuevas capacidades o habilidades (Figura 5). © ®

Circunvolucién del cingulo

Cuerpo calloso

Tercer
ventriculo

Ventriculos laterales

Hipocampo Cerebelo

Cuarto
ventriculo

Fornix . | Fornix

Amigdala
Amigdalas

Ventral

Figura 5. Cerebro humano.

Lateral

(16)
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2.1.3. Demencia

Demencia es el término que se utiliza para designar un conjunto de sintomas originados
por diferentes enfermedades. Implica un deterioro global de las funciones del lenguaje,
incapacidad para pensar y razonar en abstracto, cambios en la personalidad, inestabilidad
emocional, entre otras. Puede afectar a personas de cualquier edad aunque es probable que
se presente en personas de edad avanzada. * ©

Caracteristicamente, ésta alteracién cognitiva provoca incapacidad para la realizacién de
las actividades de la vida diaria. Los déficits cognitivos pueden afectar a cualquiera de las
funciones cerebrales particularmente las areas de la memoria, el lenguaje (afasia), la
atencion, las habilidades visuoconstructivas, las praxias y las funciones ejecutivas como la
resoluciébn de problemas o la inhibicion de respuestas. Durante la evolucién de la
enfermedad se puede observar pérdida de orientacién tanto espacio-temporal como de
identidad. La demencia puede ser reversible o irreversible segun el origen etiologico del
desorden. ¥

Los dementes segun avanza la enfermedad pueden mostrar también rasgos sicoticos,
depresivos y delirios. Dentro de los sintomas conductuales los primeros hallazgos consisten
en cambios de personalidad o de conducta leves que posteriormente se hacen mas
evidentes con cuadros de delirio o alucinaciones. *©

La demencia puede afectar el lenguaje, la comprensién, habilidades motoras, MCP, la
capacidad de identificar elementos de uso cotidiano, el tiempo de reaccion, rasgos de la

personalidad y funciones ejecutivas (Figura 6). ¢ 1"

11
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Aungue la alteracion de la memoria pueda, en una minoria de casos, no ser un
sintoma inicialmente dominante, es la alteracion tipica de la actividad cognitiva en las
demencias, sobre todo para la més frecuente que es la EA, y su presencia es condicion

esencial para considerar sus causas, origenes y diagnéstico. ©

Inteligencia,
juicioy
‘comportamiento

Memoria Lenguaje

Figura 6. Areas del cerebro afectadas por la demencia. @
2.2. Origeny Causas
El origen es una parte muy importante para resolver el enigma de la EA, teniendo asi:
factores genéticos, ambientales y estilos de vida que se interrelacionan para que empiece un
proceso de enfermedad. Es claro que el desarrollo de la EA es una cascada compleja de
situaciones que ocurren durante varios afios dentro del cerebro, probablemente como
resultado de dicha interrelacion.

En los ultimos afios se han producido grandes avances en el conocimiento de los

mecanismos moleculares responsables de las enfermedades neurodegenartivas. Los
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primeros avances fueron asociados a la purificacion e identificacion de las proteinas que
forman los agregados aberrantes, mediante técnicas bioquimicas y de biologia molecular.
Asi se descubri6 la contribucién de la proteina del prién, de la PPA y de la proteina t. @

La poblacion envejece aceleradamente en los paises desarrollados y cinco de cada cien
personas mayores de 65 afios sufren algun tipo de demencia. Este porcentaje aumenta
progresivamente con la edad, superando el 20% en los individuos mayores de 80 afios.
Todos aquellos casos por encima de los 65 afios, con demencia se engloban dentro de lo
gue se conoce como demencia senil tipo Alzheimer (DSTA), ya que el substrato morfoldgico
puede ser diferente. De todas maneras, se acepta como definicion dos grupos de EA segln
la edad de inicio del cuadro clinico: & 1% 20)

* Forma presenil o temprana (EA de inicio precoz): generalmente con agregacion familiar;
comienza antes de los 65 aflos de edad y constituye del 5 al 10% de todos los

CaSOS.(lg'ZO' 21)

* Forma senil o tardia (EA de inicio tardio): aparece después de los 65 afios de edad; en
su mayor parte esporadica, y representa entre el 90 y 95% de todos los casos.%

Aln asi, se discute si la EA de inicio precoz o la de inicio tardio se deben considerar
como la misma enfermedad, aunque morfolégicamente no presentan diferencias. En las
formas familiares se han identificado diferentes genes cuyas mutaciones conducen a la
acumulacion del péptido BA involucrado en la fisiopatogenia de la enfermedad. Los genes
descritos hasta el momento asociados como factor causal de la EA son los siguientes: 822
1. (18, 22)

e Gen de la PPA, localizado en el cromosoma 2

e Gen de la PS1, localizado en el cromosoma 14. 22

13
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« Gen de la PS2, localizado en el cromosoma 1. 22

Por otro lado, se ha descrito que el alelo 4 de la apolipoproteina E (ApoE), localizado en
el cromosoma 19, es un potente factor de susceptibilidad para el desarrollo de la EA en la
forma esporadica. *'* 2%

Estudios genéticos realizados en familias afectadas de la forma hereditaria de la EA han
demostrado que las mutaciones en PPA, PS1 y PS2 son suficientes para provocar la
enfermedad. Dichas mutaciones resultan en una mayor produccién de BA y han supuesto la
confirmacion de la “hipotesis del amiloide” que sostiene que la sobreproduccion y/o la
agregacion de PA es la causa principal de la EA. Sin embargo, sigue sin conocerse cuales

son los efectos intracelulares responsables de las disfunciones y muerte neuronal. & & 2%

Hipotesis del BA y EA

Las placas de amiloide contienen productos del procesamiento de la PPA, que
tienden a agregarse formando sabanas p-plegada, que son téxicas. La PPA es una proteina
de membrana con una region extracelular de gran tamafio, un dominio transmembrana Unico
y una region citoplasmatica pequefia (Figura 7A). Aunque se desconoce su funcién con
certeza, se piensa que podria actuar como un factor de crecimiento. La isoforma que se
encuentra en el sistema nervioso contiene sitios de unién a heparina y a Cu*?. Este dltimo
podria regular la dimerizacion o el procesamiento proteolico de la PPA, o bien podria fungir
como un transportador de metales. ?®

El péptido BA se origina de la protedlisis regulada de la PPA por un sistema de
proteasas denominadas "secretasas". El primer corte es realizado por la secretasa-o. 0 p

(asociado a la generacion de péptido no amiloidogénico o amiloidogénico respectivamente),
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liberandose una PPA soluble de gran tamafio, que contiene la mayor parte de la porcidon
extracelular, y dejando la region C-terminal unida. Esta parte es cortada por la y-secretasa

(Figura 7B). (%25:28)
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Figura 7. La Proteina Precursora del Amiloide. A. Estructura de la Proteina Precursora del Amiloide (PPA). B.
Sitios de corte de las secretasas a, f y y y su relacién al dominio transmembrana. Se muestran los fragmentos
obtenidos por el procesamiento proteolitico. C. Mutaciones en PPA asociadas a la Enfermedad de Alzheimer.
Los cambios de los aminoacidos en la cadena polipeptidica se indican con letras bajo la secuencia normal. Se
indica en forma numérica su posicién en la cadena. La secuencia correspondiente al A1-42 esta subrayada.ze)
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Varias mutaciones del PPA se concentran en las regiones de corte de las secretasas,
favoreciendo la generacion de péptido BA y su agregacion posterior (Figura 7C). Si bien la
identidad de la y-secretasa no estd totalmente definida, con alta probabilidad parece
corresponder a la presenilina, se ha determinado experimentalmente, que con estas
mutaciones aumenta la produccion de BA, y que los animales que carecen de presenilina
0. (22, 26)

tienen una produccion disminuida del mism

Papel fisioldqgico del péptido BA

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

1. Ejerce una funcién autécrina y estimula la proliferacién celular. 8 2

2. Promueve la adhesién celular y protege a las neuronas contra dafio oxidativo. ¢* 2%

3. El péptido BA puede interferir en procesos de sefalizacion, via proteinas G31 e
incrementar la actividad de la MAP cinasa. ¢%2°

4. En concentraciones fisiologicas puede actuar como factor neurotréfico y
neuroprotector.®>2"

5. Se ha planteado que es un regulador fisiologico de la funcién de canales i6nicos (K,
Ca®") en neuronas y que es secretado por algunas de éstas células en respuesta a la
actividad neuronal para regular negativamente la transmisién sinéptica excitadora.®® 2%

6. Se ha propuesto que los depdsitos de BA puedan atrapar iones metélicos potencialmente

peligrosos. 32
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7. Concentraciones nanomolares del péptido pueden bloquear la apoptosis neuronal
provocada por la ausencia de factores tréficos. ¢®

El BA posee una alta afinidad por Cu* y Zn?** y también puede catalizar la
dismutacion del radical superéxido (0?7) a H,0,, actuando entonces como antioxidante. Se
han detectado depdsitos de BA en cerebros humanos después de dafio traumatico, y se
sabe que tanto el péptido 1-40, pero especialmente el 1-42, aumentan su concentracion en
el fluido cerebroespinal durante la primera semana que sigue a un traumatismo craneo-
encefélico. ?*29

Algunos grupos de estudio han mostrado que el numero de placas de BA y de NFT en
la corteza cerebral estan correlacionadas inversamente con el estrés oxidativo, por lo que
cuando la concentracién del BA se incrementa, el dafio citoplasmico disminuye. ®

A pesar de que se han aislado oligémeros solubles del BA tanto de cerebros normales
como de cerebros afectados por la EA; los niveles del péptido soluble suelen ser mayores en
pacientes con esta enfermedad que en sujetos normales, siendo mayor la proporcién del
péptido 1-42 que la del péptido 1-40. ?®

El péptido 1-42 es menos soluble que las otras isoformas del péptido, desarrolla
fibrillas mucho mas rapido y promueve la agregaciéon de formas mas pequefias como la 1-
40. @

Por otra parte, mediante la utilizaciébn de ensayos in vitro se sabe que los péptidos
gue contienen al fragmento hidrofébico (GAIIGLM) forman lentamente agregados estables y

se transforman en neurotéxicos después de un proceso de incubacién. ¢72®
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El fragmento 25-35 (GSNKGAIIGLM), descrito como la parte mas téxica del péptido,
se agrega rapidamente y es neurotéxico de forma inmediata. *®

Estos estudios han demostrado que es necesaria la transicion del péptido de una
forma soluble monomérica a una insoluble o fibrilar para que sean toxicos a la célula y que
esto es el resultado de un cambio al azar en su estructura secundaria y a-hélice a una de
lamina B. ®*2®

Los mondmeros y dimeros del BA no son téxicos para las células, mientras que
oligbmeros agregados de bajo peso molecular llamados protofibrillas sf lo son. 7

Asi en la EA parecen jugar un importante papel por una parte el péptido BA y
aguellas proteinas que le generan y facilitan su agregacion, y por otra parte, la proteina t es
un componente fundamental, tanto aquellas proteinas que modifican como aquellas
moléculas que permiten su agregacion. La posible relacion entre el péptido A y la proteina t
se indican en la Figura 8. %3

Inflamacién y dafio oxidativo en la EA

La generacion de radicales de oxigeno es un proceso normal que se asocia a la
respiracion mitocondrial o como parte de la respuesta inmune. Hay situaciones en las que
los mecanismos de defensa pierden su eficiencia, como en el envejecimiento o la
generacion de radicales libres aumenta (Figura 9), como en procesos inflamatorios o en

alteraciones vasculares. % 3
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Figura 8. Posible mecanismo que sugiere la implicacién primero de BA y después de t en la formacién de
ovillos neurofibrilares (NFT) relacionados con la demencia en la EA. (30)

El estrés oxidativo es especialmente importante en el sistema nervioso central (SNC)
debido a que el cerebro tiene un contenido alto de lipidos, incluyendo muchos acidos grasos
poli-insaturados factibles de ser oxidados, por ello es un érgano con un consumo de oxigeno
muy alto. El estrés oxidativo parece jugar un papel importante en la EA aunque auln se
discute si es un mecanismo causal o sélo estaria envuelto en la propagacion del dafio. El
oxido nitrico (NO), especialmente si esta en cantidades grandes, se combina con el anion
superéxido (0Oy), formando peroxinitrito (ONOQY), determinando estrés oxidativo y
nitrosativo, asociado a dafio mitocondrial. 22 3233)

La disfunciébn mitocondrial, con el consiguiente déficit energético (el BA bloquea el
complejo respiratorio |, disminuyendo el ATP) podria contribuir a la alteracién de la remocion
de los agregados de BA y a la disfuncién neuronal, afectando la actividad de los canales
idnicos y transportadores, la neurotransmision, y el transporte neuronal. 32

El estrés oxidativo secundario a la disfuncion mitocondrial se observa en etapas

tempranas de la EA, y podria depender de dafio directo o indirecto por el BA.
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Recientemente, se ha descrito la interaccion del BA con un ligando mitocondrial, la
deshidrogenasa pA-de unién a alcohol (ABAD). La ABAD estid incrementada en las

neuronas en los pacientes con EA y funcionalmente se le ha asociado a muerte

celular.(?434:39
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Figura 9. Esquema ilustrativo de la teoria de estrés oxidativo. 2)

La asociacion de la inflamacion con la EA se planted a fines de los afios 80 y desde

entonces se han identificado mediadores de inflamacion como interleucinas, IL-1p e IL-6, y
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el factor de necrosis tumoral (TNFa).%® Por otro lado, estudios epidemiol6gicos mostraron
que el tratamiento cronico con anti-inflamatorios no esteroidales disminuia la incidencia de
EA, aungque esto no se ha confirmado en protocolos clinicos realizados con distintos anti-
inflamatorios. ©¢23%

La microglia activada y los astrocitos son los generadores principales de factores pro-
inflamatorios, aunque, también, las neuronas secretan citocinas en forma constitutiva. EI A
activaria a la microglia, ya sea iniciando la fagocitosis e induciendo dafio sobre neuronas
vecinas en forma directa, o agrediéndolas indirectamente, al liberar citocinas inflamatorias,
Oxido nitrico y otras neurotoxinas capaces de dafiar neuronas cercanas. Esto podria
autopropagar el proceso inflamatorio en caso de que fallen los mecanismos de regulacion
normales ejercidos por los astrocitos y las neuronas. 3%

El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidativo ya que presenta una
elevada tasa metabdlica derivada de la glucosa, posee niveles muy bajos de defensas
antioxidantes, contiene altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados, que son
posible blanco de peroxidacion lipidica, y ademas es rico en actividades enziméticas
relacionadas con metales de transicion, los cuales pueden catalizar la formacién de
radicales libres. *° 2228

Aunque el mecanismo por el cual el BA genera radicales libres en la EA no se conoce,
se ha definido que estas especies reactivas causan peroxidaciéon de lipidos, oxidacion de

proteinas y pérdida de integridad de la membrana. Esto trae como consecuencia la

inhibicién de ATPasas, pérdida de la homeostasis del Ca®*, inhibicién del sistema de captura
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de glutamato dependiente de sodio en células gliales, alteracién de vias de sefializacién,

activacion de factores transcripcionales y finalmente apoptosis. ¢* 24 32
Las evidencias que indican que la citotoxicidad del A es mediada a través de radicales
libres son variadas:
* Concentraciones micromolares de BA provocan un aumento en los niveles de H,O;
en células en cultivo, la presencia de catalasas previene la toxicidad del péptido. 8%
* Células seleccionadas por su resistencia al A son también altamente resistentes al
0. (19, 34)

efecto del H,O, y contienen altos niveles de glutamat

Ovillos Neurofibrilares (NFT): proteina t y Enfermedad de Alzheimer

Los NFT estan formados por filamentos helicoidales pareados, compuestos
principalmente de la proteina asociada a microtubulos t hiperfosforilada de manera anormal.
En las neuronas, Tt normalmente estabiliza los microtibulos, siendo esencial para el
transporte axonal y por ende, para la funcion neuronal. La agregacion de t reduce su
habilidad para estabilizar los microtubulos, y llevaria eventualmente a la muerte neuronal. Su

aparicién es un evento relativamente temprano en la EA (Figura 10). *% 3337

Figura 10. Estos ovillos estan conformados por una proteina del citoesqueleto modificada (la proteina t) y distorsionan la arquitectura de
los neurotibulos y microfilamentos a tal punto de impedir el flujo axonal. Tanto las placas como los ovillos no son exclusivos de la EA, pues
es comun que un cerebro geronte también contenga placas y ovillos aunque en cantidad inferior. Por lo tanto la distincién entre EA y
envejecimiento normal es una cuestion cuantitativa mas que cualitativa y de aparicion a edad mas temprana. Ademas de las placas y los
ovillos se observan amiloide perivascular y depositos de lipofuscina. il
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La asociacion mecanicista entre las placas seniles y los NFT se ha mantenido como
una incégnita por muchos afios, aunque existia evidencia que el deposito de BA fibrilar
inducia la fosforilacion de t seguida de la neurodegeneracién progresiva de los procesos
neuronales. Hoy se conoce que BA es capaz de activar a cinasas capaces de fosforilar T,
tales como GSK-3p y CDK-5. Se describe ademas, una actividad de CDK-5 aumentada en
varias enfermedades neurodegenerativas, incluida la EA, y también que la inhibicién
farmacolégica de CDK-5 atenia la neurotoxicidad de pA. %37

Ademas, la neurotoxicidad inducida por BA se asocia a la activacion mantenida de
proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK). En conjunto, estos resultados indican que t
tiene un papel clave en la generacidn de neuritas distroficas en respuesta al BA.
Recientemente, se mostré que la presencia de t es esencial para la neurotoxicidad inducida
por BA, de tal manera que, en animales transgénicos sin T, las neuronas hipocampales no
degeneraban cuando eran tratadas con PA, mientras la neurotoxicidad era restaurada al
reexpresar t (Figura 11). 3 37:38)

Envejecimiento y EA

La edad no es el factor de riesgo mas importante para la EA. La prevalencia de esta
demencia aumenta en forma exponencial en la poblacion de individuos mayores de 75 afios
(Figura 12). Este dato no es bajo, y deberiamos tenerlo permanentemente en cuenta si
gueremos entender los procesos bioldgicos subyacentes a la EA, ya que existe una similitud
importante entre la EA y algunas alteraciones asociadas al envejecimiento. Se ha descrito
gue citocinas pro inflamatorias como IL-6 y TNFa 0 sus receptores, aumentan con la

edad.®"3®
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Figura 11. Esquema que representa diferentes vias de transduccién de sefiales que se verian afectadas en los
eventos tempranos que llevan a la hiperfosforilacion de t entre otros cambios intraneuronales durante el
proceso neurodegenerativo, y en consecuencia a la disfuncion y finalmente muerte neuronal. Se identifican los
sistemas receptores (Receptor de IL-6, NMDA, receptor nicotinico a7 y RAGEg gue segun las evidencias
acumuladas estarian méas directamente involucrados en la patogénesis de la EA. (

Algunos cambios estructurales microscopicos, macroscoépicos y bioquimicos observados

en el envejecimiento son:

1. Reduccién volumétrica (atrofia).

Estrechamiento de las circunvoluciones (frontal,

temporal, parietal), ensanchamiento de los surcos corticales (silvianos). Crecimeimiento

ventricular (ventriculos laterales y tercer ventriculo), ademas pérdida del peso global del

cerebro en tamafio y peso. (38

2. Pérdida de neuronas corticales y de otros nudcleos (locus coeruleus, sustancia nigra,

nacleo basal de Meynert, etc.) (Figura 13).

) (39, 40)

3. Tortuosidad de arteriolas y vénulas. Aumento del diametro y longitud de capilares.

Depdsito de amiloide en la pared vascular.

— Facultad de Quimica
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Neurogénesis
Apoptosis DESREGULACION ENERGETICA
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Pérdida Sinapsis Activaciéon Microglial
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Figura 12. Cambios del SNC en el Envejecimiento. 38)

&

B Sistema colinérgico del
prosencéfalo basal
) Sistemas corticales
B Circuitos del hipocampo
B Sistema talamocortical limbico
B Sistema de moncarminas

Figura 13. En los analisis morfolégicos y neuroquimicos se han identificado que varios sistemas neuronales
especificos son vulnerables en el envejecimiento acelerado o en la EA. Muchas neuronas neocorticales
especialmente las de la corteza de asociacion estan afectadas. (39)

4. Pérdida de arborizaciones y espinas dendriticas. Reduccion del numero y funcionalidad

de sinapsis corticales. ")
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5. Acumulo de granulos de lipofuscina en el citoplasma neuronal. Aparicion de organelos
granulovacuolares en el citoplasma y las dendritas del hipocampo y neocorteza.
6. NFT que reemplazan el citoesqueleto neuronal degenerado. Cuerpos amilaceos
esferoides intra-astrociticos, subpiales y subependimarios. 39
7. Cambios bioguimicos:
a. Aumento de DNA (proliferacion glial); descenso del contenido de proteinas. ¥
b. Descenso no selectivo ni especifico de acetilcolina (Ach), dopamina (DA),
noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), acido gamma aminobutirico (GABA) y
neuropeptidos tanto hipofisiarios como en la corteza cerebral y otras areas del tallo
cerebral.®®
c. Alteraciones de enzimas que sintetizan o degradan los neurotransmisores,
neuropeptidos y neuromoduladores. ©®

Tao y GSK-3B en la patogénesis de la EA

Son numerosas las evidencias de que Ty modificadores de ésta como la GSK-3p median
intracelularmente la disfuncibn neuronal secundaria a la toxicidad del BA. Entre las
evidencias de que t es un mediador intracelular clave en la patogénesis de la EA
encontramos:

* El patron espacio-temporal de aparicion de los NFT coincide con los de muerte neuronal

y sintomatologfa. ¢* 3%

* Numerosas mutaciones en t que son responsables de la demencia frontotemporal
asociada al cromosoma 17, tratandose de una demencia similar a la EA en

sintomatologia, neuropatologia y zonas cerebrales afectadas. El hallazgo de estas
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mutaciones demuestra que alteraciones en +t son capaces de inducir

neurodegeneracion al ser un mediador secundario a la deposicién de amiloide. 37
Se encontraron también, evidencias de que GSK-3p participa en la etiologia de la EA:
* En la mayoria de los sitios que estan hiperfosforilados y se acumula en neuronas
“preovillos”. G137
* La toxicidad de PA sobre neuronas en cultivo es mediada por GSK-3p. %
* GSK-3p interacciona directamente con PS-1 y las mutaciones en PS-1 aumentan esta
(31)

asociacion y la fosforilaciéon de .

Alteraciones sinapticas en la EA

La caracteristica cognitiva de la EA es la incapacidad de aprender informacion nueva.
Por muchos afios, la demencia se atribuyé a la muerte celular, donde la transmision y
densidad sinaptica en sinapsis colinérgicas estan disminuidas en estos pacientes. Sin
embargo, la pérdida temprana de la memoria también podria deberse a una falla sinaptica
causada por oligdmeros de BA. Se observan alteraciones en el fendmeno de potenciacion de
larga duracién (LTP), un paradigma experimental de plasticidad sinaptica, cuando las
neuronas no han muerto. “* *? Los sintomas tempranos parecen correlacionarse con la
disfuncion de sinapsis colinérgicas y glutamatérgicas. %

Esta disfuncion ocurriria antes de la formacion de placas de pA. De hecho, en modelos
transgénicos con una expresion aumentada de PPA, existe evidencia bioquimica y
electrofisiolégica de alteraciones sinapticas, incluyendo una disminucion del LTP antes de
observar agregados de PBA, y con efectos dependientes del envejecimiento de los

animales.?%4?
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La inyeccion de péptidos BA también, es capaz de alterar la transmision sinaptica y la
MCP y podria desencadenar una liberacién excesiva de aminoacidos excitadores como el
glutamato desde las células gliales, los que dafiarian a las neuronas cercanas por
excitotoxicidad. #* 2"

La activaciéon exagerada de receptores gluatamatérgicos del tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) produce un incremento del Ca®" intracelular, y resulta en la activacién de la oxido
nitrico sintasa neuronal (hNOS), favoreciendo el dafio oxidativo. ©®

2.2.1. Factores de riesgo

Historia familiar

Los antecedentes familiares positivos de un enfermo que padece EA deben de ser en
primer grado (padres o hermanos). ¢": 32
Edad

La edad es un factor de riesgo en la EA genética como en la esporadica. Conforme
pasa el tiempo, la prevalencia se duplica aproximadamente cada cinco afos. El constante
envejecimiento de la poblacién representa un nimero creciente de personas en riesgo de
contraer la EA. ©®

La influencia de historia familiar positiva depende de la edad del paciente. El riesgo es
del 5% hasta los 70 afios, de 16% hasta los 80 y 33% hasta los 90 afios. ©®
Género

La prevalencia por tradicion de la EA es mayor en las mujeres que en los hombres ya
gue las mujeres vivian mas una vez desarrollada la enfermedad, estudios de incidencia,

confirman esta preferencia. “* 4%
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Atribuyendo, ésta situacion a la deficiencia estrogénica, asi como la respuesta a
farmacos anticolinesterasicos y neuropatolégicas entre mujeres y hombres. ¢3 44

El grado de escolaridad no influye aunque, si parece que el “status” ApoE ¢4 positivo
es mas frecuente entre las mujeres. " 4%

Ahora que el metabolismo del colesterol esta cobrando importancia en la patogenia
de la EA porque un factor de transcripcién del mismo esta ligado a proteasas, las diferencias
entre hombre y mujer en cuanto a frecuencia de esta enfermedad podrian también radicar
0. (43, 44)

en el distinto metabolismo lipidico que hay entre uno y otr

Factores de riesqo genéticos

Se han descrito algunos factores de riesgo genético que pueden facilitar el desarrollo
de la enfermedad (Figura 14). ®

Gen de ApoE

El factor de riesgo mas analizado es el gen de la ApoE (transportador de colesterol).
El colesterol se localiza en determinadas regiones de la membrana celular, en donde se
llevan a cabo procesos de transduccién de sefiales. *® En estas regiones puede anclarse
también la PPA. Se ha descrito que el colesterol puede disminuir la actividad de la secretasa
o y aumentar las actividades de las secretasas § y y. Como consecuencia de ello, puede
aumentar la proporcion de BA. El alelo €4 del gen ApoE es un factor de riesgo para la EA. (45)
Esta isoforma de ApoE difiere en su modo de asociacién con A si se compara con los otros
dos alelos €2y €3. Se sugiere que las uniones de las diversas formas de ApoE con BA
correspondientes a los alelos €2 y €3 pueden prevenir el efecto toxico de BA, algo que no

sucede con ApoE g4. ¥°
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Por otra parte, en condiciones patologicas, se ha descrito el desarrollo de agregados
de t en localizaciones especificas a lo largo de la EA. Se ha sugerido que la agregacion
aberrante comienza en las regiones transentorrinal y entorrinal, observandose
posteriormente en el hipocampo y en las células de la corteza. En la tabla 1 se resumen los

datos esenciales al respecto. ¥

Tabla 1. El alelo ApoE ¢4 es el factor de riesgo genético mayor conocido hasta ahora de la EA de inicio tardio
(después de los 65 afos). @7)

El alelo ApoE ¢4 es el factor de riesgo genético mayor conocido hasta ahora de
la enfermedad de Alzheimer (después de los 65 afios).

El gen se sitia en el cromosoma 19q.
Esta sobre expresado en los pacientes con EA.

Aparece en el 32-58% de los casos. Hay enfermos que no tienen el alelo 4.
Ser portador del alelo ¢4 aumenta de dos a cinco veces el riesgo de EA.

Anticipa la edad de aparicién de los sintomas.
Se puede ser homocigoto e4/e4 y no padecer EA.

El alelo €2 es el factor de proteccion de esta enfermedad.

Dentro de los efectos biolégicos de la ApoE se encuentra que favorece la mielizacion,

el depésito de BA y modifica la plasticidad neuronal. “
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Figura 14. Mecanismos Neurobiol4gicos de la EA.
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La EA se asocia con anomalias cito esqueléticas de las neuronas. El trastorno mas
frecuente son los NFT, inclusiones filamentosas de los cuerpos celulares y la parte proximal
de las dendritas, que contienen filamentos helicoidales apareados y filamentos rectos de
15mm. Estas inclusiones anormales constan de isoformas hiperfosforiladas poco solubles de
1 (Figuras 15 y 16).“°

Los NFT a menudo se reconocen en primer lugar en la corteza entorrinal, que recibe
aferencias de la isocorteza y envia otras al hipocampo. Mas tarde, las alteraciones
neurofibrilares se extienden a la neocorteza. Otras anomalias citoesqueléticas fibrilares
implican a los axones y sus terminales (axones distroficos) y a las dendritas (filamentos de

neuropilo); en ambos casos se encuentran del tipo helicoidal apareados (Figura 17). @8 4%

-

Figura 15. Imagen patoldgica de la acumulacion de proteina < fosforilada, la cual es variable en las neuronas

con degeneracion neurofibrilar. “®

Figura 16. Cortes seriados consecutivos, los cuales muestran una placa senil mostrando depdésitos de450entral
amiloide. Ademas una corona periférica de neuritas distréficas inmunorreactivas para neurofilamentos. “*
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Figura 17. Neuronas distroficas de las placas seniles con procesos celulares inmunorreactivos para
neurofilamentos.“®

El citoesqueleto es esencial para mantener la estructura celular y el trafico intracelular
de proteinas y organelos, incluido el transporte a lo largo de los axones. Por lo tanto, sus
alteraciones pueden modificar facilmente el transporte axonal y de esta forma afectar a las
funciones de las terminales sinapticas y finalmente, la viabilidad de las neuronas. Las
neuronas afectadas acaban por morir, dejando atras los NFT extracelulares como lapidas de
las células destruidas por la enfermedad. ©®

Hormonas sexuales

Las hormonas ovaricas foliculares tienen efectos pleiotropicas en el cerebro.
Participan en todos los procesos que mantienen la fisiologia neuronal: aporte y consumo de
oxigeno y glucosa, sintesis y degradacion de proteinas y comunicaciéon interneuronal. Los
esteroides gonadales son neuroprotectores por su accion estimuladora de supervivencia
neuronal, crecimiento dendritico-axonal y neuroplasticidad. Hay una selectividad regional en
las &reas neuroendocrinas, la maxima concentracién ocurre en las células colinérgicas del
sistema limbico (amigdala, corteza entorrinal y zona CA1 del hipocampo), asi como en todo

el manto neocortical que son asientos iniciales de las lesiones de la EA. Se ha encontrado
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asociacion entre esta enfermedad y los polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion del gen del receptor estrogénico a.***%

La edad de la menarca se correlaciona negativamente con la del inicio de la EA. Al
contrario, la edad de la menopausia se correlaciona en el tiempo con el inicio antes o

después de los primeros sintomas de la enfermedad. “* *°

2.2.2. Neurotransmisores

Un neurotransmisor es una biomolécula, sintetizada generalmente por las neuronas, que
se vierte, a partir de vesiculas existentes en la neurona presinaptica, hacia la brecha
sinptica y produce un cambio en el potencial de accion de la neurona postsinaptica. Los

neurotransmisores son por tanto las principales sustancias de las sinapsis (Figura 18). 4748

y L tiv
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Figura 18. La sinapsis permite a las neuronas comunicarse entre si, transformando una sefial eléctrica en
una quimica.
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Los procesos bioquimicos asociados con la neurotransmision de sintesis,
almacenamiento, liberacion, inactivacion y recaptura del neurotransmisor se llevan a cabo

pre y post sinapticamente. % 4°)

Existen muchas moléculas que actian como neurotransmisores. Los aminoacidos
glutamato y aspartato son los principales neurotransmisores excitadores del SNC, que estan

presentes en la corteza cerebral, el cerebelo y la médula espinal (Tabla 2). %

Acetilcolina (Ach)

La Ach es el primer neurotransmisor descubierto, que actia a través de receptores
nicotinicos y muscarinicos (Figuras 19 y 20). * *® sy férmula quimica es CH3-CO-O-CH,-
CH2-N-(CH3)s. Se libera de vesiculas colinérgicas presinapticas, para enviar impulsos a

motoneuronas y neuronas colinérgicas. “®

Participa en:

° FunC|0neS mOtOI’aS (47, 49, 50, 51)

e Funciones neuroenddcrinas. %
 Funciones parasimpaticas. “?

s Funciones sensoriales. ©
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Tabla 2. Principales neurotransmisores.

Neurotransmisor

Acetilcolina

Aminas
Serotonina

Histamina
Dopamina
Epinefrina (A)
Norepinefrina (NA)
Aminoécidos
Glutamato
GABA
Glicina
Otras moléculas pequefias
Oxido nitrico
Neuropéptidos

Péptido vaso-activo
intestinal

Colecistoquinina
Sustancia P

Encefalinas

Endorfinas

(50)

Localizacién

Sinapsis con musculos y glandulas;
muchas partes del SNC

Varias regiones del SNC

Encéfalo
Encéfalo; SNA

Areas del SNC y division simpética
del SNA

Areas del SNC y division simpatica
del SNA

SNC
Encéfalo
Médula espinal
Incierto

Encéfalo; algunas fibras del SNA y
sensoriales, retina, tracto
gastrointestinal

Encéfalo; retina

Encéfalo; médula espinal, rutas
sensoriales de dolor, tracto
gastrointestinal

Diferentes regiones del SNC; retina;
tracto intestinal

Diferentes regiones del SNC; retina;
tracto intestinal

— Facultad de Quimica

Funcién

Excitador o inhibidor relacionado con la memoria

Mayormente inhibidor; suefio, relacionado con
estados de animo y emociones

Mayormente excitador; en emociones, regulacién
de la temperatura y balance de agua

Mayormente inhibidor; en emociones/animo;
regulacion del control motor

Excitador o inhibidor; hormona cuando es
producido por la glandula adrenal

Excitador o inhibidor; regula efectores simpéticos;
en el encéfalo envuelve respuestas emocionales

El neurotransmisor excitador mas abundante
(75%) del SNC

El neurotransmisor inhibidor mas abundante del
encéfalo

El neurotransmisor inhibidor mas comun de la
médula espinal

Pudiera ser una sefial de la membrana
postsinaptica para la presinaptica

Funcién en el SN incierta

Funcién en el SN incierta

Mayormente excitador; relacionado en
sensaciones de dolor

Mayormente inhibidor; actian como opiaceo para
bloquear el dolor

Mayormente inhibidor; actian como opiaceo para
bloquear el dolor.
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Figura 19. Modelo tridimensional del receptor nicotinico de Ach. ®7)
L NH2 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
- 0 e D L]
a a
ot o

3 %
/
A ) \ .
b ¢ 9, A E}m:::ﬁ.v:v_'.v;

] G e il
i

INTRACELULAR ~ l : l : . ﬁ

INTRACELULAR

b)

COOH

a)

Figura 20. Estructura de los receptores de Ach. a) Se esquematiza la estructura del receptor de tipo
muscarinico. I-VIl, dominios transmembranales. I1, 12, I3; asas citoplasmaticas; €1, €2, £€3; asas extracelulares.
NH,, extremo amino terminal; COOH, extremo carboxilo terminal y nicotinico. b) Este tipo de receptores
contienen dos subunidades del tipo o y el resto de los tipos f,0 y y y varios sitios de union a agonistas y
antagonistas selectivos.®?
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Glutamato

El glutamato es producido en el organismo humano y desempefia una funcién
fundamental en el metabolismo. Se encuentran casi dos kilogramos de glutamato natural en

los musculos, el encéfalo, los rifiones, el higado y otros érganos y tejidos (Figura 21).

Debido a las multiples acciones fisioldgicas en las que interviene su concentraciéon en
el espacio extracelular no debe sobrepasar ciertos limites, para ello la homeostasis de los
sistemas glutamérgicos (metabolismo, mecanismos de liberacion, receptores vy
transportadores) estan finamente regulados. El glutamato debe estar presente en

concentraciones correctas, en el momento y en el lugar correcto. ¥

Nuestros organismos contienen
aproximadamente 10 gramos de
glutamato libre

N ]

rinonez 0.7g

Figura 21. Contenido de glutamato en el organismo. ()
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Sintesis y degradacion de Glutamato y Aspartato

El glutamato es principalmente obtenido por desaminacion de la glutamina mediante
la enzima glutaminasa. La glutamina utilizada es proporcionada por las células gliales. Es
también posible obtener glutamato mediante transaminaciones en las que son utilizados o
cetoacidos involucrados en el ciclo de Krebs. Especificamente, el o cetoglutarato es
aminado a partir del aspartato, para convertirse en glutamato. ¥

Siendo sus estructuras quimicas HO,CCH,CH(NH2)CO2;H y HO,CCH(NH,)CH,CO,H
(glutamato y aspartato respectivamente) las cuales actian a través de los receptores

ionotrépicos y metabotrépicos (Figuras 22 y 23). 449

Receptor NMDA

>y Na*
Ca
Glutamato .
P e
Glicina [

e

extracelular

2+

intracelular

K+

Figura 22. El receptor NMDA y su funcionamiento. “2)
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2.2.3. Metales pesados

Estudios epidemiolégicos han sugerido una alta incidencia de la EA asociada con
niveles ambientales de AI**, zn** y Fe®". Asimismo, se ha detectado un alto contenido de
APR*, Fe®*, Cu? y Zn®" en el cerebro de pacientes con esta enfermedad. ©¢?

La concentracion de estos iones metalicos puede estar incrementada entre 3y 5
veces al compararse con la de cerebros de pacientes de la misma edad que no presentan la
patologia. Se han detectado iones metdlicos en el centro y la periferia de las placas seniles,

los que pueden ser téxicos no soélo por favorecer la generacion de ERO (Figura 24) sino

también estimulando directamente la formacién de fibrillas. ©?

A to d ’ 1loi
cizznecr;gre; Adherencia de los f;l:ndnel?;de g
hierro por efecto metales al amiloide 5 membrana
de la edad. neuronal

h 4 v

Produccidn de
perdxido hidrdgeno  —

El amiloide se
escapa a las
sinapsis

El amiloide
reacciona con

cinc ¥ forma
grumos

L 3

Las placas liberan Formacién de
perdxido de las placas de
hidrégeno amiloide

Figura 24. Mecanismo relacionado con la formacién de ERO por metales pesados. 62)
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Mediante el uso de ensayos in vitro, se ha detectado que concentraciones traza de
Fe®*, APy zn** estimulan la agregacion del A entre 100 y 1000 veces. Una amplia gama
de sistemas generadores de radicales libres de oxigeno, enzimaticos y no enzimaticos, son
capaces de catalizar modificaciones oxidativas de proteinas cuando el Fe®*" o el Cu?* estan
en presencia de O, y de un donador electrénico apropiado. % 52

La conversion de radicales O, y H,0- al radical hidroxilo (HO") puede llevarse a cabo
s6lo cuando estan presentes metales de transicién en concentraciones cataliticas. ©¢?
2.3. Tratamiento

Encontrar una cura para la EA es una meta a la que se aspira y se espera. El primer

paso para lograrlo ha sido descubrir tratamientos efectivos que, si bien en principio no
detienen o revierten la enfermedad, al menos ofrecen un alivio temporal, ya que retardan la
evolucion de los sintomas. ©2
2.3.1. Preventivo

Durante los ultimos afios se ha producido un avance significativo en el conocimiento
fisiopatolégico de la EA que ha llevado a formular diversas hipoétesis, entre las que destaca
la de la cascada amiloide. La mayoria de las estrategias terapéuticas y preventivas en
investigacion actualmente se centran en bloquear una o varias de las vias de la cascada.
Todas estas estrategias pueden ser consideradas como un tratamiento precoz o a lo sumo
una prevencion secundaria, ya que se actla una vez que se ha iniciado el proceso

patogénico. ¢+ 5%
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Actividad intelectual v fisica

Se propone la hipotesis de la reserva cerebral, segun la cual la educacion podria
aumentar la densidad sinaptica neocortical, retrasando los sintomas de EA hasta en 4-5
afios. Mas tarde se proponia la hipétesis de la reserva cognitiva, que postulaba que los
sujetos con mayor nivel de estudios y mejor condicién laboral podian hacer frente a los
cambios patolégicos de la enfermedad, manteniendo su actividad funcional durante mas

tiempo. 3%

Se realizé un estudio de los cerebros de 93 monjas que tenian escritas autobiografias
al ingresar en la orden religiosa. Se valor6 la densidad de ideas y la complejidad gramatical
de estas autobiografias, observando una fuerte relacion entre la capacidad linglistica en la
juventud y la funcién cognitiva y la EA, junto con mayor nimero de NFT en hipocampo, lo
gue les llevé a postular a los autores que la baja capacidad linglistica seria una expresion

precoz de la enfermedad. ©3 %9

Tras los hallazgos epidemiolégicos, se planteé la realizacién de un ensayo clinico con
entrenamiento cognitivo que demostré que el entrenamiento a sujetos sanos mayores de 65

afios consigue una mejoria en las actividades entrenadas en los dos afios siguientes. ¢

Sin embargo, esta mejoria no logra ser demostrada en las actividades de la vida
diaria, probablemente por la escasa pérdida de capacidades en estos dos afios en el total de
los grupos.®® Todos estos hallazgos en conjunto demuestran claramente un beneficio de la

actividad intelectual desde edades tempranas, por lo que se debe recomendar una intensa y
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prolongada actividad intelectual desde la infancia hasta edades més avanzadas, asi como
una participacién en actividades sociales, de ocio y fisicas que, por una parte, mejoran la
calidad de vida y, por otra parte, protegen en cierta medida frente a la aparicién de los

sintomas de demencia. ®¥

Dieta

Existen resultados dispares, pero con una clara tendencia a mostrar el factor protector
de las grasas procedentes del pescado y como factor de riesgo las grasas saturadas y el
colesterol de la dieta. La ingesta elevada de calorias y de grasas se relaciond con una

mayor incidencia de EA en sujetos con ApoE4 positivo.

Este efecto puede ser debido a que el estrés oxidativo aumenta a mayor ingesta

calérica, promoviéndose un mayor contenido intracelular de pA. ©*

Aunqgue los resultados de los estudios no son definitivos, podemos orientar a los
pacientes a que realicen una dieta baja en grasas saturadas, con vegetales y frutas con
contenido antioxidante, sin exceso de calorias y con contenido de acidos grasos omega-3 al
menos una vez a la semana, ademas de ser saludable desde el punto de vista

cardiovascular, puede proteger de la EA.

Recientemente se han publicado posibles efectos beneficiosos de la curcumina
(contenida en la salsa curry) y del epigallocatechin-3-gallate, principal constituyente

polifenélico del té verde. ¥
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Homocisteina, vitamina B vy acido félico

La homocisteina puede tener un efecto neurotdxico activando el receptor NMDA, o un

efecto excitotdxico al convertirse en acido homocisteico.

Una fuerte y elevada asociacion entre niveles elevados de homocisteina y EA,
aumentan el riesgo hasta un 40%. Los niveles de homocisteina pueden ser normalizados

con suplementos de acido félico aislado o en combinacién con vitamina Bg y B1. %

Hipertensiéon arterial

Globalmente, todos los estudios demuestran una relacion directa de la HTA desde

edades medias con la EA.

El primer ensayo randomizado que demuestra una proteccion de los antihipertensivos
es el Syst-Eur, que demuestra una reduccién del 50% de riesgo de EA en sujetos tratados

con nitrendipino en un seguimiento de tan sélo dos afios. ©%

Lipidos y estatinas

Se han publicado diferentes revisiones que valoran el posible efecto protector de las

estatinas disminuyendo el riesgo de la EA hasta en un 50%.

Hasta que se demuestre con seguridad el efecto preventivo es recomendable su uso

para el tratamiento de la hipercolesterolemia en edades medias de la vida. ¥
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Estrogenos

Los estrogenos pueden disminuir el dafio neuronal estimulando neuronas
colinérgicas, por mecanismos antioxidantes, inhibiendo la produccién del péptido amiloide
BA42 y debido a sus efectos cardiovasculares. Un metaanalisis de dos estudios de cohortes
y 10 estudios de casos y controles muestra una reducciéon del 34% del riesgo de sufrir EA.
Mas recientemente, un estudio prospectivo con un seguimiento de 3 afios, muestra una

reduccion de la incidencia de EA en las mujeres con terapia sustitutiva. ¢4 4%

Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Un estudio realizado de forma prospectiva, con un seguimiento de 15 afios, muestra
una reduccion del riesgo de sufrir EA en sujetos que utilizan AINE, que aumenta con el
tiempo de exposicion. Se plantea que los AINE pueden reducir el riesgo de sufrir EA si se
utilizan durante una ventana critica en los estadios latentes de la enfermedad, pudiendo

preceder esta ventana varias décadas al inicio de la demencia. ®¥

2.3.2. Farmacos

Algunos estudios clinicos han contribuido a una mejor comprension de los
mecanismos de la EA. Como resultado, se han identificado mejores propuestas en las
terapias farmacologicas para tratar problemas de memoria y retrasar el avance de la
enfermedad. ©*°¢

La mayoria de personas que padecen la EA en alguna etapa del proceso se les

prescriben algunos medicamentos especificos para controlar ciertos problemas de conducta,
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como la agresion, la ansiedad, agitacion o alucinaciones. Dependiendo de la seriedad del
problema, puede hacerse uso de antipscicéticos, anticonvulsivos, antidepresivos o
sedantes.®3 %

En cuanto a investigacion, se estdn probando farmacos como el Dronabinol, una
version sintética del Marinol, para ver si ayuda a reducir la inquietud y ganar peso en las
personas con la EA. 7

Dentro del arsenal terapéutico existen farmacos con accion antioxidante general
como las vitaminas E y C; con mayor grado de especificidad aparecen como alternativas los

siguientes medicamentos: ©7 9

Seleqilina 6 L-Deprenyl, a la que se le ha encontrado propiedades neuroprotectoras a

través de un aumento de la actividad de la superdxido dismutasa y la catalasa. Se presenta
en comprimidos de 5 mg., y la dosis habitual de 10 mg. diarios en 2 tomas. ©®

L-Acetilcarnitina: estimula la biosintesis de acetilicoenzima A, facilitando el

metabolismo energético celular y reduciendo el acumulo de lipofucsina. Se presenta en

comprimidos de 500 mg., siendo la dosis recomendada entre 1,5 a 3 g., en tres tomas. ©®

Fosfatidilserina: Estimula la liberacion de acetilcolina, aumenta la liberacién de

dopamina y aumenta la concentracion de AMP ciclico. Los comprimidos son de 100 mg., y la
dosis usual de 200 mg. en dos tomas. ©®

Aniracetam: Antagoniza la excitotoxicidad del glutamato dependiente y bloquea la
formacion de radicales libres. Los comprimidos contienen 750 mg. y se recomiendan 2

diarios. ©®
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Bifemelano: Aumenta la captacion de glucosa, estabiliza la membrana y rescata
radicales libres. Se presenta en comprimidos de 50 mg., y la dosis es de 150 mg. en tres
tomas diarias. ©®

Citicolina: aporta precursores de la sintesis de aceticolina, favorece el trofismo de la
membrana neuronal y aporta energia, actuando como neuroprotector. Se puede usar por via
IM, 500 mg. diarios o por via oral en comprimidos de 100 o 250 mg. en dosis de 300 a 750
mg diarios repartidos en tres tomas. ©®

Memantina: Modula al glutamato, acttia en los receptores AMPA y NMDA bloqueando
el ingreso de Ca** y facilitando el de Na*.

Se presenta en comprimidos de 10 mg., y se recomiendan 20 a 30 mg. diarios en 2 0
3 tomas, comenzando con medio comprimido y aumentando cada 5 dias hasta llegar a la
dosis sugerida. & %960

Rivastigmina: Inhibe la colinestarasa. Los comprimidos traen 1,5, 3 y 6 mg; la dosis
maxima diaria es de 12 mg., comenzando por 1,5 mg y se va aumentando de acuerdo a la
tolerancia. ©®

Donepecilo: Inhibe la colinesterasa. Se presenta en comprimidos de 5 y 10 mg.,
siendo la dosis méaxima diaria 10 mg. ©®

Galantamina: Inhibe la colinesterasa y modula los receptores nicotinicos de la Ach,
con una dosis sugerida entre 16 a 24 mg/dia. ©®

Piribedil: agonista dopaminérgico D2/D3, con propiedades adicionales

noradrenérgicas a2, con dosis aconsejada de 50 mg. 1 o 2 por dia. ©®

48
— Facultad de Quimica



Alzheimer: Modelos de Estudio en Animales

e ———

2.3.2.1. Terapiacolinérgica
Dos neurotransmisores, la Ach y el glutamato, estan relacionados con la funcion de la
memoria y aprendizaje y han sido objeto de intervencién farmacolégica. Los propdsitos de
la terapia colinérgica se han orientado en disponer de precursores de la Ach, en estimular
con agonistas pre y post sinapticos o en inhibir las colinesterasas, destructoras de la Ach. ¢”
El primer farmaco que aparecié fue la Tacrina, asociada con efectos colaterales

fuertes y que ha sido reemplazada por el Donepezilo, la Rivastigmina y la Galantamina.
Estos farmacos no afectan la evolucion de la enfermedad, sino que sélo actian como
bloqueadores de la destruccién diaria de la Ach. ©* 57
2.3.2.2. Terapiano colinérgica

Otra forma de tratamiento conocida como Memantina ha sido utilizada y es el primer
farmaco diseflado para tratar la demencia en etapas moderadas a severas. Con la
Memantina se han realizado ensayos completos, tanto en la EA como en la demencia
vascular. Protege los nervios en el cerebro contra cantidades excesivas de glutamato
liberado por las células dafiadas en la EA. ©7
2.4.Modelos transgénicos

La identificacion de las mutaciones dominantes en la EA ha permitido la generacion de
modelos animales mediante la manipulacion genética. Fundamentalmente, mediante la
produccion de ratones transgénicos que sobre expresan las proteinas mutadas en aquellas
regiones del cerebro afectadas por la patologia. ¢

El hecho de que las mutaciones responsables de la EA familiar residen en los genes

PPA, PS-1y PS-2; y que todas estas tuvieran como resultado una mayor produccion de pA,
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confirmaron que la neurotoxicidad inducida por BA es uno de los primeros eventos
moleculares en la patogénesis de la EA. *?

Los avances sucesivos en la producciéon de modelos transgénicos de EA se ha basado
en conseguir progresivamente mayores niveles de sobre expresion de la PPA y de favorecer
la formacién de BA méas amiloidogénico (de 42 aminoacidos). Asi se han conseguido
multiples lineas de ratones con depédsitos de PA en forma de placas como las que se
encuentran en la EA. %Y

Algunos de estos animales muestran ademas déficit en experimentos de aprendizaje y
memoria. Ninguno de estos modelos animales desarrolla ovillos intracelulares ni una clara
pérdida neuronal. Una posible explicacién a la no reproduccién de las lesiones intracelulares
y la muerte y gliosis de EA en los transgénicos de PPA, PS-1 y PS-2, puede ser debida a
una barrera de especie en cuanto a la toxicidad del BA. Se observd que la inyeccion
intracerebral de microfibrillas de PA produce lesiones intracelulares de t y gliosis en
macacos viejos. Esto ocurre en mucha menor medida en macacos jévenes y apenas en
otros primates inferiores, y en absoluto en ratas. > %

Multiples estudios en ratones transgénicos proveen una evidencia mas fuerte que
soporta que la formacion de PA es un evento patogénico temprano critico: los ratones que
expresan mutaciones de la PPA humano desarrollan depdsitos de BA; la coexpresion de
genes mutados de presenilinas también acelera los depdsitos de A y la ApoE juega un gran

papel en este proceso. Los modelos transgénicos generados hasta el momento han tenido

una gran utilidad para tratar de clarificar esta compleja parte de la patologia de la EA. La
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estrategia mas prometedora incluye el desarrollo de modelos que se acerquen al retardo,
poner fin o prevenir la progresién relacionada a los depésitos de pA. 2 &)

A pesar de los intensos esfuerzos que se han llevado a cabo para crear el mejor
modelo de estudio para la EA con ratones transgénicos, aun no se ha podido lograr. Sin
embargo, la sobre expresion de BA en diversas lineas de ratones han producido una
variedad de fenotipos que, como primera aproximacién, son remarcablemente similares a las
condiciones de la EA humana (Tabla 3). ®¥ Esta primera generaciéon de modelos da un
sistema de evaluacién en la que una caracteristica de la patogénesis seleccionada de la EA

y su terapéutica pueden ser evaluadas. ¢

Tabla 3. Caracteristicas patolégicas centrales de la EA y los modelos con ratones transgénicos (61)

Enfermedad Modelo Raton Transgénico
Humana

Depdésito perivascular/Placa extracelular de
BA

Formacion intracelular de Prot. T como PHF/
NFT

Distrofia neuritica/ Prot. T intracelular como
neuritis

Pérdida y degeneracion circunscrita sinéptica

Gliosis reactiva

Respuesta general de estrés oxidativo + +

BA indica depésitos de B-amiloide; PHT, filamentos helicoidales pareados; NFT, ovillos
neurofibrilares.
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3. OBJETIVOS

Realizar una investigacion exhaustiva y actualizada para la revision de los modelos de
estudio de la EA.
4. METODOLOGIA

Se realizd una revision bibliografica exhaustiva de 1999 a 2008 con informacion e

imagenes relacionadas con los modelos de estudio de la EA.

Se utilizaron los siguientes recursos de la UNAM:

* Biblioteca de la Facultad de Quimica, Biblioteca de la facultad de Medicina y
Biblioteca Central de Ciudad Universitaria.

* Hemeroteca de la Facultad de Quimica, Hemeroteca de la Facultad de Medicina,
Hemeroteca del Instituto de Investigaciones Biomédicas y Hemeroteca del Centro
Médico.

* Bancos electronicos cientificos de la Direccion General de Bibliotecas (PUBMED,
MEDLINE)

* Buscadores de Internet: Google, Yahoo

Se seleccionaron 76 articulos que se recuperaron para efectuar el andlisis de la

informacion e imagenes
5. RESULTADOS
Los modelos animales encontrados generalmente se refieren a animales transgénicos,

gue expresan diferentes mutaciones y se describen a continuacion (Tablas 4 y 5).
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Tabla 4 Modelos transgénicos en roedores para la patologia de EA. ™

Genes sobre Promotor Placas . Pérdida | Deficiencia Edad de
expresados neuropatoldgicas celular de presencia
memoria dela
enfermedad

Raton PDAPP Minigen PPA, PDGFp i i i 6-8 meses
mutacion
V717F

ADNCc (695) PrP de i i i 9-11 meses
Raton Tg2576 PPA Swe hamster

ADNCc (751) Thyl
Raton PPA23 PPA Swe Murina

ADNc PPA PrP de i i 3 meses
Raton TQCRNDS8 Swey hamster
mutaciones
V717F
ADNCc (695) PrP Murina i 18 meses
Raton PPA Swe PPA Swe
TgC3-3

Tg2576 y PS1 PrP de i i i 6 meses
Ratén PSAPP M146L hamster,
PDGFp
PPA Swe, PPA | Sinapsina 1
Rata Swe y V717F, de rata,
Tg478/1116/11587 PS1, M1 46V PDGF8,
sinapsina |
de rata
Tao R4 Thyl
Raton ALZ7 humano

Thyl
Raton ALZ17 Murina

PrP Murina
Raton TgTao7 meses

Tao R4 P301L | PrP Murina i i i i 5 meses
Ratén JNPL3

Tao R4 P301L Thyl i i i 8 meses
Raton pR5 Murina
Tg2576xIJNPL3 PrP de i i i 6 meses
Ratén TAPP hamster,
PrP Murina
PPA (Swe), Thyl i i i 3 meses
3xTg-ED PS1 (M146V), Murina
Tau (P301L) (PS1
defectuoso)
NR, no reportado; Swe, mutacidn suiza; Prot. T, inmunoreactividad de t fosforilada
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Tabla 5 Modelos de ratones transgénicos para EA ™

Conformacion

Neuropatologia

Déficit

PPA HUMANA MUTANTE CON PLACAS ROBUSTAS DE AMILOIDE

PPA (V717F) (promotor PGDF),
el “ratén de juego”

PPA (K670N, M671L) (promotor
PrP), el “raton Hisiao”

Combinaciones de PPA (K670N,
M671L) con (V7171), promotor
Thy-1, el “ratébn Novartis”

Depdsitos de BA, placas neuriticas, perdida
sin4ptica, astrocitosis y microgliosis

Un pliegue-5 en BA40 y un pliegue-14
incrementa en BA (1-42/4); elevadas
cantidades de BA en estructuras limbicas y
corticales. Moderadas placas amiloides y
depdsitos perivasculares en la corteza
cerebral y en el hipocampo

Notables placas neuriticas

No descrito

Desempefio de aprendizaje y
memoria significativamente
dafiadas en el laberinto-Y y
en el laberinto de agua de

Morris

No descrito

RATON DE PRUEBA y-SECRETASA

PPA-CT100

Inmunoreactividad de BA intracelular y
extracelular, activacién microglial, glosis y
perdida neuronal

Variable

PS-PPA MUTANTES

PS1 (M146L & M146V)
(promotor PDGF)

PPA (Swe) + Preselina (PS1-
A246E)

La sobre expresién de PS1 mutante
selectivamente incrementa pA42 en el
cerebro y en células periféricas

Un incremento del 41% de placas de pA42
cerebral de desarrollo temprano en
animales que expresaron PPA (Swe)
solamente

No descrito

No descrito

PPA, PSy Apo E DETERIORADOS

Deterioro de PPA (supresion del
gen promotor de PPA 'y su
primer exdn)

Deterioro PS1

Origen de PPA mutante y
deterioro ApoE

Astroglosis extensiva en la region CA1 del
hipocampo y en la capa molecular, gliosis
reactiva a través de las capas corticales; el
comienzo de la gliosis reactiva puede ser
dependiente de la edad

Letal en etapa embrionaria

Reduccidn de carga amiloide comparado
con el origen de ApoE de tipo silvestre

Disminuye la actividad
locomotora y reduce la fuerza
de adherencia

No aplica

No descrito

PPA indica proteina precursora de amiloide; BA, B-amiloide; PDGF, factor de crecimiento derivado de
plaguetas; PrP, proteina prién; ApoE, apolipoproteina E
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5.1 Modelos transgénicos con PPA humana mutante y depdsitos de A

Para generar modelos animales de BA amiloidogenesis y lesiones asociadas de la
EA, se han creado ratones transgénicos que sobre expresan PPA de tipo silvestre, variantes
de PPA relacionadas con FAD, o PPA con fragmentos C-terminal (Tabla 5). ¢

Estos esfuerzos han resultado en tres lineas que recapitulan algunas de las formas
claves de la neuropatologia de la EA humana. En el “ratdén de juego”, el promotor-f3 del factor
de crecimiento derivado de plaquetas se uso para derivar la expresion de un minigen de
PPA humano que codifica para FAD-unido a PPA (V717F). ®V

El raton esta conformado por porciones de intrones de PPA del 6 hasta el 8, que
presuntivamente realzan exones del 7 al 8. Los niveles de PPAm (PPA mensajero) humano,
RNA y proteinas excedieron substancialmente los de PPA enddgeno. Aproximadamente a
los 6 0 9 meses, los animales transgénicos empezaron a exhibir depositos de A humano en
el hipocampo y corteza cerebral. ¢

Conforme los animales envejecieron, la densidad de las placas incrementd hasta que
los depdsitos de BA en el patron de tincion se aproximaron a los de la EA. La mayoria de las
plaquetas se encontraban comprimidas y distorsionadas como se observa en el cerebro con
EA. También se encontraron algunos componentes neuriticos distréficos y pérdida de
densidad sinaptica (Tabla 5. *?

En una segunda linea, el “ratdn Hisiao”, el prion promotor de la proteina del hamster
se uso para sobre expresar la PPA humana con mutaciones de Lys-Met a Asn-Leu
(PPAG695swe humana). Los cerebros de una de estas lineas (Tg2576) mostraron niveles

elevados de BA40 y PA42; se encontraron algunas neuritas distroficas alrededor de un
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namero moderado de depdsitos de BA en forma de placas y alrededor de vasos en la
amigdala, hipocampo y la corteza (Tabla 5). ¢?

Los ratones Tg2576 mostraron dafios a temprana edad en varias pruebas de
memoria y en la prueba del laberinto-Y. A una edad de 3 meses, estos ratones mostraron
aprendizaje y memoria normal en pruebas de referencia espacial y alternacién, pero a los 9
y 10 meses de edad, estaban dafiados. *® En el tercer modelo, el “ratén Novartis”, una
combinacion de mutaciones de PPA humano (KM670 sueco/ 671NL y el V7171) se dirigid
por el promotor Thy-1. Placas abundantes de amiloide con notables cambios neuriticos
ocurrieron, pero ausencia de NFT positivos tipicos de t (Tabla 5). 4
5.2 Elraton CT100

Ratones manipulados genéticamente con 100 residuos C-terminales de PPA fueron
disefiados para el estudio de la y-secretasa y sus inhibidores. Varias lineas estan
disponibles (Tabla 4), con variaciones fenotipicas considerables. Aun ninguna exhibe la
exencion de depdsitos extracelulares de BA que se observan usando PPA completo para su
constitucion, y de hecho puede haber una acentuacion en la acumulacion de BA intracelular,
sugiriendo que la constitucién de CT100 sea un blanco aberrante en la via intracelular. %
5.3 Sobre expresion de PPA humana en ApoE

Los efectos de ApoE en los depdsitos de amilode han sido probados manteniendo
ratones ApoE con ratones transgénicos PPA-V717F. A una edad de 6 meses, los ratones
PPA-V717F x ratones ApoE mostraron grandes depésitos de amiloide, a pesar que PPA-

V717F x ApoE exhibieron solamente depédsitos difusos y escasos de amiloide. Estos
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estudios sugirieron que ApoE directa o indirectamente pueden influenciar la agregacion o

aclaracion de péptidos BA (Figura 25).“%

a . b
"
*®
i -
- . '
L . o
raton apoE +/+ )
c d
w0 - P
-— “
apoE -/-

apoE4 +/- humano

Figura 25. Expresién de ApoE4 por astrositos suprime los depdsitos de A, probados con anti-fA, en ratones
PPAV717F"" a las 39 semanas de edad. Animales PPAV717F"", ApoE™" tienen numerosos depdsitos de pA
hipocampales y algunos corticales por la semana 39 de edad (a y b). Animales PPAV717F™", ApoE”‘ tiene
menos depdsitos de BA que aquellos que expresan ApoE de ratdn; sin embargo, hubo aln una cantidad
significativa de depdsitos en todos los animales probados. Adicionalmente, el BA hipocampal que se presento
en los ratones ApoE"_ estaba en una distribucion diferente, sin inmunoreactividad en la corteza (c y d). En los
ratones PPAV717F"", ApoE4+/’ la inmunoreactividad hipocampal de BA estuvo casi ausente en la mayoria de
los animales (e y f). Escala: 60 mm para b, dy f; 150 mm para a, cy e. “3)

5.4 Ratones PS mutante
El andlisis preliminar de ratones que expresan PS en su constitucibn muestra que la

mutacion en PS1 incrementa selectivamente al BA42, y sugieren que las mutaciones de PS
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probablemente causan la EA a través de la adquisicibn de funciones deterioradas que
incrementan la cantidad de fA42 en el cerebro. Sin embargo, estos ratones no muestran
lesiones patoldgicas del tipo de la EA. Esto sugiere que la sobre expresion de la secuencia
del BA de roedores por si sola es insuficiente para la agregacion y depoésitos de pA y de
placas perivasculares. Estas interpretaciones son consistentes con lo encontrado en dos
estudios en que duplicaron la transgénesis (mutacién PS x PPA humana), resultando en una
aceleracion de los depdsitos cerebrales de pA. ©3 &

En el primer estudio, los ratones transgénicos se generaron para expresar ya fuera el
tipo silvestre o mutante de PS1 (A246E), y estos fueron cruzados con ratones que
expresaban un gen de PPA de murina con un dominio BA humanizado (PPA-swe
raton/humano). En el segundo estudio, la progenie fue derivada de la cruza entre las lineas
Tg2576 y PS1IM146L mutante transgénicos. Ambos estudios demostraron que los ratones
que coexpresaban PS1 con PPA mutante desarrollaron depdésitos de fA a una edad mucho
mas temprana que los controles. 3 8%

5.5 Ratones con PS1 deteriorada

Para examinar el rol in vivo de PS1 en el desarrollo de mamiferos, fueron generados
los ratones con un gen de PS1 deteriorado como blanco de estudio. Los ratones mutados
homocigotos no sobrevivieron mas alla de los 10 minutos después del nacimiento. El
fenotipo mas notable observado en los embriones con PS1 fue una severa anormalidad en
el desarrollo del esqueleto axial y en las costillas. Cultivos de fibroblastos establecieron que
estos embriones revelaron un fendmeno remarcable: estas células acumulan fragmentos C-

terminales de PPA, sugiriendo que las moléculas de PS juegan un papel directo o indirecto
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en la actividad de la y-secretasa. Incluso puede ser que las formas de PS formen una union
compleja de y-secretasa directamente con PPA, y por ello provee una solucion a las
mutaciones de PS en el procesamiento de pA40/42. *?
5.6 Sobre expresion de PPA humana combinada con estrés oxidativo

En un intento por investigar el papel del estrés oxidativo como respuesta a la
patogénesis de la EA, es relevante que animales transgénicos mostraron el mismo tipo de
respuesta de estrés oxidativo que se encuentra en la EA y que estos estan directamente
correlacionados a la presencia de depdésitos de pA. Varios grupos estan siendo probados en
programas en que modelos de la PPA humana transgénica es modulada a través de las vias

de la 6xido dismutasa-1 y glutatién peroxidasa (Figura 26). *?

A A -
Figura 26. La sobre expresion de PPA en ratones Tg2576 (a) causan depésitos de placas de amiloide
angiopatias cerebrales relacionadas a la edad (tefiidas en azul), similares a aquellas encontradas en la EA (b).(12
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5.7 Ratones con PPA deteriorada

Ratones con alelos funcionales inactivados de PPA fueron generados por supresion
de su primer promotor y primer exén. Los animales mutados pesaron del 15% al 20% menos
gue los controles de la misma edad de tipo silvestre. Los ratones mutados también
mostraron dafio neurolégico y de funcién muscular (gliosis reactivo y actividad locomotora
disminuida). Sin embargo, ya que el dafio neuronal o la pérdida de células en el cerebro de
ratones PPA-deficientes no ocurren, los mecanismos responsables de la gliosis reactiva en
estos ratones no pudieron ser determinados. ©®

Se postuld que la ausencia de fenotipos sustanciales en ratones con PPA deteriorada
puede estar relacionada con redundancia funcional proveida por moléculas de proteinas 1y
2 precursoras similares al amiloide que estan expresadas a niveles altos y tienen distribucion
de desarrollo celular similares a PPA. Esto ha sido confirmado a través del andlisis de
deterioro doble en el cual algunas combinaciones no estan disponibles (por ejemplo, PPA x
molécula de proteina precursora 2 de amiloide). ©°
5.8 Ratones formadores de ovillos t

Los ratones transgénicos t son un modelo mas reciente afiadido a las herramientas
de estudio de la EA. El primer raton t fue creado en 1995 pero, a pesar de que desarrollo
algunas neuronas t inmunoreactivas, no habia neuropatologia fibrilar aparente. Diferentes
mutaciones de t identificadas son las causantes de las tauopatias que han recibido el

nombre general de demencias del I6bulo fronto-temporal ligadas al cromosoma 17 (FTD-17).
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El uso de mutaciones patogénicas en el ADNc de t ha llevado al desarrollo de ratones que
forman patologia neurofibrilar de relevancia para FTD-17 y la EA. ©®

Desarrollos recientes usando un transgen t de tipo silvestre, han llevado a un modelo
de ratones que forman ovillos similares a los de la EA. Desafortunadamente, la mayoria del
ADNc de ratones que ha sido creado, desarroll6 patologia Tt y pérdida celular en las
neuronas motoras del corddn espinal que hacen que las pruebas para memoria y
aprendizaje no den la informacion requerida debido a que se basan en la habilidad motora.
Los modelos méas recientemente creados, tienen patologia cortical/hipocampal y pérdida
celular asociada, esto debe ser mas informativo para la diseccion de formaciones
patogénicas <t (incluyendo la contribucion de <t hiperfosforiida o agregada) vy
neurodegeneracion o muerte celular. ©®

Al exponer a ratones con T mutada para elevar A (ya sea por la cruza de ratones que
sobre expresan PPA o al inyectar BA al cerebro) se llega al incremento de patologia de T,
sugiriendo que hay una interrelacion entre BA y t. Mecanismos propuestos incluyen la
transduccion de sefiales, asi como BA elevado (0 en un ambiente de envejecimiento
cerebral) se han ligado a una irregularidad de una cinasa, y dicha irregularidad
(especialmente CDKS5) se ha ligado al incremento de la patologia de <. ©¢®

Recientemente, un modelo transgénico triple (expresando mutantes de PPA, PS1y 1)
se ha creado, en el que los transgenes de PPA y t fueron co-inyectados (llevando a una co-
integracion) a una linea de animales PS1-deficientes. La progenie expreso los tres
transgenes. Desarrollaron tanto placas como ovillos (las placas se presentan antes que los

ovillos en este modelo) y han mostrado disfuncién sinaptica. ©©
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5.9 Generacion de ratones transgénicos condicionales de GSK-3p
como modelo de la EA

Para explorar la hipétesis de que una desregulacion de la actividad GSK-3f puede ser
clave en la patogénesis de la EA, se generaron ratones transgénicos que sobre expresaran
GSK-3B en regiones cerebrales relevantes. Debido a que GSK-3p se encuentra en la
encrucijada de las rutas de sefalizacion del mecanismo patogénico de PS-1, pA y =, fue
posible que estos ratones al mimetizar los efectos de las mutaciones intracelularmente
supusieran un modelo de la EA que superara en algunos aspectos a los de BA o que se
pudiera combinar y complementar con ello. ¢V

Los ratones resultantes, denominados Tet/GSK-3f3, sobre expresan GSK-3p en
hipocampo y corteza. En el hipocampo, y especialmente en el giro dentado, se observa
aumento de la fosforilacidbn de t que resulta en localizacion somatodendritica de ésta,
disminucién de B-catenina nuclear, muerte neuronal y gliosis reactiva. ¢V

Estos datos apoyan, por tanto, la hipétesis de que una desregulacion de GKS-3f
puede ser un mediador clave en la toxicidad iniciada por el péptido PA extracelular.
Posteriores estudios en los ratones adultos sintomaticos permitiran, ademas, investigar la
posible reversiéon tanto de los aspectos celulares y moleculares del fenotipo como del déficit
cognitivo. Esto puede aportar claves sobre que aspectos de la neuropatologia son
esenciales para la disfuncion cognitiva.®V

El estudio de estos ratones permitird ensayar la posible utilidad de nuevos farmacos

inhibidores de GSK-3p que estadn siendo generados como posibles agentes terapéuticos

para la EA. GV
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5.10 Expresion de ApoE parareducir depdsitos de A

El desarrollo de modelos en ratones en los que hay depdsitos de pA dependientes de
la edad y regiéon han permitido el estudio de los efectos que tiene la modificacion de genes
de la EA sobre el metabolismo de BA. “

El alelo ¢4 de la ApoE esta asociada con un riesgo incrementado para el desarrollo de
la EA. Esto puede ser debido a las interacciones entre ApoE y BA. Para probar los efectos
de isoformas de ApoE humana en depdsitos de BA in vivo, se criaron ratones hemicigotos
(") para ApoE3 y ApoE4 y ratones transgénicos homocigotos (") que expresaron ApoE por
astrositos para un transgen mutante de PPA-V717F que desarrollaron neuropatologia de EA
dependiente de la edad. Todos los ratones eran de un origen nulo de ApoE de ratén (). Por
los 9 meses de edad, los ratones PPA-V717F"", ApoE™ desarrollaron depésitos de BA, que
eran significativamente menores a los observados en los ratones PPA-V717F" que
expresan ApoE de raton. & 4%

En contraste a los efectos de la ApoE de ratén, niveles similares de ApoE3 y ApoE4
humana suprimieron marcadamente los depdsitos tempranos de BA en ratones transgénicos
PPA-V717F"de 9 meses de edad, incluso cuando se compard con ratones que no tenian
ApoE (Figura 27). ®®

La expresion de ApoE3 y E4 humana en el cerebro a niveles fisiolégicos relevantes
por células astrogliales, que normalmente producen el volumen de ApoE en el SNC,
suprimen los depositos tempranos de BA en el modelo de EA. La presencia de ApoE de

raton en éste modelo tiene un efecto contrario y se observa un mayor deposito de BA en

ratones E”" que en aquellos que expresan ApoE3 y E4 humana. Tanto la ApoE humana y de

63
— Facultad de Quimica



Alzheimer: Modelos de Estudio en Animales

e ———

raton parecen modificar los depoésitos tempranos de BA in vivo fundamentalmente por
diferentes vias. *®

El estrés oxidativo es una caracteristica clave en cerebros que presentan la EA y se
manifiesta como LPO. Los isoprostantes (iPs) son marcadores especificos y sensibles de
LPO in vivo. Para determinar si los depdsitos de BA in vivo estan asociados con el
incremento de LPO, se examinaron los niveles de iPs en un modelo de raton transgénico
(Tg2657) para amiloidosis en la EA. Se colectd orina, plasma y tejido cerebral del Tg2576 y
de ratones de linea silvestre (WT) a diferentes puntos iniciando a los 4 meses y continuando
hasta los 18 meses de edad. Los niveles urinarios de 8,12-iso-iPF,-VI fueron mayores en
ratones Tg2576 que en ratones WT a una edad de 8 meses y continuaron asi de altos por el

resto del estudio. ¢ ¢®
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anticuerpos anti-pA (A), anti-CuzZnSOD (B), anti-HO-1 (C) ni con anti-ubiquitin (D). No se encontraron
depésitos de amiloide en estos ratones Tg" jovenes (4 meses de edad). Areas corticales representativas de
EAy ratén Tg® viejo (E y F respectivamente) tefiidas con anticuerpos anti-pA. @8)
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5.11 Incremento de peroxidacion lipidica (LPO) como
precedente de la formacion de placas amiloides

Un patrén similar se observo en los niveles plasmaticos de 8,12-iso-iPF,,-VI. Los
homogenizados de la corteza cerebral y del hipocampo de ratones Tg2576 tuvieron niveles
mas elevados de 8,12-iso-iPF,-VI que aquellos de ratones WT iniciando a los 8 meses de
edad. En contraste, un alza de los niveles y depodsitos de A 1-40 y 1-42 en los cerebros de
ratones Tg2576 ocurrié posteriormente, a los 12 meses de edad. Se observé una correlacion
directa entre los cerebros de 8,12-is0-iPF,,-Vl y BA 1-40 y 1-42. Debido a que LPO precede
la formacion de placas amiloides en ratones Tg2576, se sugiere que el dafio oxidativo
cerebral contribuye a la patogénesis de la EA antes de la acumulacion de BA en el cerebro

con EA (Figura 28). ¢7:59
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Figura 28. Inmunotincién del incremento de BA dependiente de la edad en ratones Tg2576. Tincién
Immunohistoquimica del cerebro de ratones Tg2576 a los 8, 12 y 18 meses de edad; se uso el anticuerpo 4G8
para la inmunotincion. Se condujo la misma inmunotinciébn en los cerebros de ratones Tg2576 para las
medicion(%s) de BA 1-40, A 1-42 y 8,12-iso-iPF2a-VI. Todos los paneles estan a la misma escala (barra,
0.5mm).
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Al examinar los niveles de iPs en el modelo Tg2576 de amiloidosis de EA se encontrd
que se desarrollan caracteristicas similares a los depdsitos de BA en cerebros con EA
debido a la sobre expresion de PPA. Esto provee evidencia que el modelo de amiloidosis de
EA Tg2576muestra evidencia de dafio oxidativo reflejado en cerebros dependientes a la

edad y un incremento sistémico de LPO comparado con ratones WT. ¢7:8)

5.12 Modelos con ratones para la patologia amiloide

Los primeros modelos transgénicos para la EA vienen de la sobre expresién de PPA
en un intento de producir la patologia amiloide. La hipotesis del amiloide predice que una
alteracion en el procesamiento de BA resultara en una patologia similar a la EA. %

Las mutaciones en la PPA se asocian con la EA familiar y pBA, producto de la
degradacion de PPA, se acumula en placas seniles, neuritas distroficas y terminales
sinpticas en el cerebro con EA. Después de varios intentos de crear un modelo efectivo
para la EA, debido a la sobre expresién de variantes de PPA se han conseguido alrededor
de una docena de modelos con ratones que desarrollan patologia amiloide. Se reporto un
modelo convincente para la EA, el ratobn PDAPP que sobre expresa DNAc de PPA humano
con porciones de intrones. Estos ratones expresan altos niveles de PPA y desarrollan mayor
neuropatologia similar a EA, la formacién de placas en estos ratones procede del hipocampo
a las areas corticales y limbicas a los 8 meses de edad de una manera progresiva. % ™
La patologia amiloide de ratones PDAPP es similar a la observada en EA, en el tamafio de
las fibras amiloides, neuritas distréficas asociadas conteniendo componentes sinapticos y
neurofibrilas, asociacion de microglia con placas, la fosforilacion de neurofilamentos y

proteina t en neuritas en ratones de 18 meses de edad.
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5.13 Inflamacidén cerebral y estrés oxidativo en modelo transgénico

Ademas de las caracteristicas patologicas en la EA, el cerebro exhibe evidencia clara
de inflamacién crénica y dafio oxidativo. Datos de estudios en modelos humanos y animales
soportan que el estrés oxidativo esta dentro de los primeros eventos que ocurren en la EA.
La neuroinflamacion cronica es otra caracteristica constante dentro de la enfermedad. Para
esté modelo se usaron ratones Tg2576 de 8 meses de edad a los que se les administré al
azar placebo o vitamina E en la dieta e indometacina en el agua, y se trataron hasta los 15
meses de edad. Notablemente, a los 8 meses de edad, los ratones Tg2576 mostraron
niveles cerebrales elevados de PA soluble e insoluble asi como isoprosantes, pero no
mostraron evidencia de depdsitos de PA. A los 11-12 meses de edad, los ratones Tg2576
mostraron depositos abundantes de A y niveles mas altos de isoprosantes en la neocorteza
y el hipocampo a los 15 meses de edad (Figura 29).3"V
5.14 Modelo Transgénico PPA695 y melatonina

Un modelo transgénico para la EA mimetiza la acumulacion de placas seniles,
apoptosis neuronal y dafio a la memoria. La melatonina reduce la neurotoxicidad inducida
por BA. En este modelo se administro melatonina durante 4 meses a ratones PPA695 y se
evalud la influencia que tiene ésta a largo plazo sobre el cambio de comportamiento,
cambios bioquimicos y neuropatoldgicos (Figura 30). Los ratones PPA695 de 8 meses de
edad mostraron un incremento de error en las pruebas de aprendizaje y dafio en memoria.
Adicionalmente, la actividad de ChAT también disminuyé en la corteza frontal y en el

hipocampo de ratones PPA695 comparado con ratones control. %72
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Placebo Indometacina
con Vitamina E

Figura 29. Figura representativa del corte cerebral de ratones con placebo y con vitamina E e indometacina.®?

La implementacion de melatonina aumento la actividad de ChAT en la corteza frontal
e hipocampo. La fragmentacion del ADN se presentd en la corteza frontal de ratones
PPA965; la melatonina disminuy6 el nimero de neuronas apoptéticas.

Las pruebas mostraron que ratones PPA965 de 8 meses de edad presentan déficit
significativo en memoria y aprendizaje. La disminucion en la actividad de ChAT indica que
existe disfuncién en el sistema colinérgico (corteza frontal e hipocampo). “®

Para dirigir los posibles papeles de la administracién a largo plazo de melatonina en
la patogénesis de la EA, se investigo el efecto de ésta en deficiencias del comportamiento
en el modelo transgénico con ratones PPA965 y asi poder elucidar los posibles mecanismos

de neuroproteccién. “6 74
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La neuroproteccion por melatonina esta parcialmente relacionada con la modulacién de
la apoptosis y proteccion del sistema colinérgico. La administracion temprana de melatonina
puede ser una de las mas importantes y prometedoras estrategias para desarrollar

tratamientos preventivos o de retraso para la progresién de lesiones mediadas por pA. 7

v R . B R AN N P e R 5 2
Figura 30. La melatonia reduce la formacion de placas seniles en ratones PPA695. Los ratones PPA695
fueron tratados con melatonina y se sacrificaron después de 4 meses del tratamiento. Los depdsitos de BA en
la corteza frontal de los ratones PPA659 fueron identificados usando una tincién con Rojo Congo. Cinco
ratones de cada grupo, (A) Ratones control; (B) Ratones PPA695; (C) Ratones tratados con melatonina
(10mg/K%.4)). La melatonina inhibi6 significativamente los depoésitos extracelulares de BA en los ratones
PPAG95.
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5.15 Modelos transgénicos en invertebrados
Muchos grupos usan modelos experimentales en invertebrados para el estudio de la

biologia de la EA. A pesar de que no hay reproducibilidad precisa de la patologia, estos
modelos ofrecen herramientas para el estudio de la biologia de las cascadas involucradas
en esta enfermedad (Tabla 5). 47

El modelo con organismos invertebrados de mayor uso en el estudio de
neurodegeneraciones son las moscas de la fruta, Dorosphila melanogaster, y el nematodo
Ceanorhabditis elegans. Estudios han reportado una PPA homodloga en Dorosphila
nombrada proteina precursora similar de amiloide (APPL). C. elegans también expresa un
PPA homologo, la proteina precursora similar a amiloide-1 (APL-1). Estas dos proteinas
homoélogas son similares a la PPA en la longitud, pero las regiones BA difieren a la PPA
humana. ®

En Dorosphila, la sobre expresion de APPL o de varias construcciones de PPA humano
(con y sin mutaciones) causan un fenotipo de transporte axonal similar al implicado en el
transporte con PPA. Ademas, se mostrd que expresando construcciones humanas inducia
apoptosis neuronal dependiente de la presencia de la regién C-terminal y la region pA. Los
estudios de PPA en C. elegans muestran que la expresion de BA en la membrana celular del
musculo inducen paralisis progresiva. (2 7®

Otro invertebrado que se usa en el estudio de EA es Petromoyzon marinus, tiene un

SNC caracterizado por seis neuronas gigantes que han sido extensamente estudiadas.

Microinyecciones de RNAm auto replicante para inducir la sobre expresion crénica de t lleva

a la degeneracion de éstas neuronas empezando en las dendritas distales. Ademas, un
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lipido soluble, de bajo peso molecular, ha sido identificado por retardar la degeneracion

progresiva inducida por ©.4%

TABLA 5. Modelos para EA en invertebrados.

Especie Gen sobre expresado Efecto
APPL o huPPA Fenotipo de transporte axonal.

huPPA Apoptosis neuronal.

huTao Neurodegeneracion.
huTao y homologo GSK-3 NFT y neurodegeneracién
BA (en membrana celular) Paralisis.

D

melanogaster

C. elegans - _ S—
huTao Neurodegeneracién y anormalidades sinpticas y de

comportamiento

P. marinus huTao

hu = humano

Los modelos en invertebrados tienen diferente anatomia cerebral a la de los
humanos, pero sus bajos costos, tamafios pequefios, corta vida y genética ampliamente
caracterizada hacen gque sean ideales en el estudio y determinacion de la biologia celular
involucrada en la patogénesis de la EA. (/®
6 ANALISIS DE INFORMACION

El modelo animal ideal sirve para tener un mejor entendimiento de los mecanismos que
llevan al inicio y progresion de la EA, identifican blancos terapéuticos potenciales y permiten
la prueba de medicamentos con potencial real in vivo para justificar una prueba clinica
humana real. Idealmente, también tendran utilidad en la validacion de pruebas de
diagnéstico.

El principal problema al considerar los modelos animales es el hecho de la barrera de

especies; los modelos en roedores no han sido efectivamente capaces para demostrar todos
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lipido soluble, de bajo peso molecular, ha sido identificado por retardar la degeneracion
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TABLA 5. Modelos para EA en invertebrados.

Especie Gen sobre expresado Efecto
APPL o0 huPPA Fenotipo de transporte axonal.

huPPA Apoptosis neuronal.

huTao Neurodegeneracion.
huTao y homologo GSK-3 NFT y neurodegeneracién
BA (en membrana celular) Paralisis.

D.

melanogaster

C. elegans — - —
huTao Neurodegeneracién y anormalidades sinpticas y de

comportamiento

P. marinus huTao

hu = humano

Los modelos en invertebrados tienen diferente anatomia cerebral a la de los humanos,
pero sus bajos costos, tamafios pequefos, corta vida y genética ampliamente caracterizada
hacen que sean ideales en el estudio y determinacion de la biologia celular involucrada en la
patogénesis de la EA. ®
6 ANALISIS DE INFORMACION

El modelo animal ideal sirve para tener un mejor entendimiento de los mecanismos que
llevan al inicio y progresion de la EA, identifican blancos terapéuticos potenciales y permiten la
prueba de medicamentos con potencial real in vivo para justificar una prueba clinica humana
real. Idealmente, también tendran utilidad en la validacién de pruebas de diagndstico.

El principal problema al considerar los modelos animales es el hecho de la barrera de
especies; los modelos en roedores no han sido efectivamente capaces para demostrar todos
los aspectos de la EA en un animal especifico, y la relevancia de la patologia generada en un

modelo artificial en un cerebro humano de edad avanzada, es muy problematico.
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Ademas, hay factores adicionales que juegan papeles importantes para comprender una

enfermedad y su progresion, tales como la dieta y el ambiente, a los que los modelos no estan
expuestos; aunque el impacto de estos factores no ha sido dirigido aun. A pesar de que
algunos primates y perros de edad avanzada exhiben patologia similar a la EA, no es
pragmatico usarlos como modelos de estudio, debido a los costos, tiempo y complejidad
involucrada.

Muchas otras especies han sido consideradas, incluyendo conejillos de la india (que tienen
PPA del tipo humano), roedores, Dorosphila melanogaster y Caenorhabditis elegans. De
éstos, ninguno desarrolla la patologia de EA, necesitan la creacién de transgénicos para
replicar con mayor acercamiento la neuropatologia de la enfermedad.

A pesar de que D. melanogaster y C. elegans han tenido usos para probar partes del
fenotipo, los modelos transgénicos en roedores permanecen siendo los de eleccién, ya que su
SNC y neurobiologia en general es muy similar a la de los humanos. Los modelos
transgénicos en ratas serian preferibles desde un punto de vista de comportamiento y
farmacoldgico, pero las limitaciones técnicas inherentes a su creacién han excluido su uso
muy recientemente. Se han hecho varios intentos para crear un modelo para EA mediante la
ingenieria genética usando mutaciones patogénicas que causan la EA en humanos.

Los modelos en ratones tienen ventajas y desventajas para modelar una enfermedad
similar a EA. En el lado positivo, son relativamente econémicos para mantener, fecundar y
tienen un periodo corto de vida; son sencillos para manipular genéticamente y responden
razonablemente bien en las pruebas cognitivas.

Por el lado negativo, su periodo corto de vida hace que sea dificil de asentar los efectos de

los factores del envejecimiento y son muy resistentes a algunas neurotoxinas potenciales. Por
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ejemplo, los ratones que expresan PPA mutante tienen al menos que hacer 8 dobleces sobre

niveles enddégenos de PPA para desarrollar placas amiloides, mientras que los humanos con
solo un 50% de incremento de PPA desarrollan EA rapidamente. También hay variabilidad de
sub-especies que hacen que la identificacion de factores de riesgo o la relevancia de
mecanismos patoldgicos potenciales sean dificiles de asentar.

Ademas, también esta el problema de susceptibilidad regional, que es un aspecto
importante de las enfermedades neurodegenerativas. La mayoria de los animales
transgénicos usan un promotor heterdlogo; la patologia, por ende, sigue un patrén espacial y
temporal de la expresion del transgen que es frecuentemente diferente a lo observado en el
humano. En general, el problema central con los modelos transgénicos en ratones para EA es
gue un tipo de ratdbn no desarrolla el espectro completo de la neuropatologia de la
enfermedad: los ratones con PPA mutante desarrollan placas amiloides, pero no ovillos y la
pérdida o mal funcién celular es impredecible y dificil de evocar; asi, los ratones t
transgénicos desarrollan ovillos pero no placas. No obstante, los modelos creados son
herramientas valiosas para comprender los mecanismos in vivo relacionados a la patologia
gue se desarrollan a nivel molecular y genético.

Los multiples modelos en roedores han sido usados para probar un rango amplio de
aproximaciones terapéuticas, la mayor parte de éstas tienen como blanco de estudio al BA, ya
gue la evidencia genética (mutaciones patogénicas de PPA) sugiere que la elevacién en los
niveles de BA parece ser el evento de iniciacion de la enfermedad.

La mayoria de los ratones generados sobre expresan PPA mutante, preselina o «, y

algunos con doble o triple transgénesis han sido generados para asentar las patologias.
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Existen varias aproximaciones para crear ratones manipulados genéticamente; lo mas

comun es hacer una micro inyeccion de transgenes complementarios de ADN (por lo general
con alguna mutacién patogénica), pero algunos animales transgénicos han sido creados con
algun fragmento gendmico humano de tipo silvestre que incluye promotores e intrones (el gen
PPA completo, gen de PS-1 o el gen t). Otras aproximaciones tienen como blanco el gen
enddgeno del ratbn con mutaciones patogénicas o gen humano secuenciado.

Mientras que los ratones transgénicos que han sido desarrollados son un buen modelo
para ciertos aspectos de la EA, no son un modelo completo para la enfermedad. Los ratones
gue expresan mutaciones patogénicas son un buen modelo en el desarrollo de farmacos,
debido a que su patologia es relevante en la enfermedad de interés y la respuesta de los
farmacos hacia la misma es valida. Los modelos que han sido creados han provisto una vision
interna de la neurobiologia de los productos proteicos de la EA, genes relacionados, las
maneras en que las mutaciones causan disfuncién y los efectos de la patologia en las

diferentes vias.
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7

CONCLUSIONES

Se encontraron modelos animales para el estudio de la EA. Debido a la complejidad de la

enfermedad, ha sido dificil crear ratones que reproduzcan las multiples caracteristicas de la

EA, asi como una cura para la misma:

1.

Hasta la fecha los modelos animales sirven de guia para estudiar la EA sin embargo,
debido a la barrera de especies, solo se ha logrado aminorar los sintomas y retardar la
progresion de la enfermedad.

La creacién de modelos transgénicos para el estudio de la EA ha sido problematica y se
ha logrado crear mejores modelos a través de la manipulacion genética.

Mediante ratones transgénicos se ha podido formar una patologia similar a las condiciones
humanas.

Algunas mutaciones que causan la EA en humanos no llevan a la patologia en ratones
pero han sido de gran utilidad para entender como interactdan las rutas de la misma y asi
buscar blancos terapéuticos para aminorar los sintomas y retrasar la enfermedad.

Las especies diferentes a roedores, tales como animales invertebrados, tienen utilidad

para comprender los mecanismos moleculares de la enfermedad.

76
— Facultad de Quimica



Alzheimer: Modelos de Estudio en Animales

e ———

8 GLOSARIO

Acetilcolina: Primer neurotransmisor identificado (1921). Su sintesis es el resultado de la
acetilacién de la molécula de colina por la acetilcoenzima A. Se encuentra almacenada en
vesiculas de reserva en las terminaciones presinapticas. Parece intervenir en los procesos de
aprendizaje y memoria. Su concentracion esta drasticamente disminuida en el cerebro de las
personas con EA.

Afasia: Alteracién cognitiva cuya manifestacion es el deterioro del lenguaje. Puede
haber dificultad para pronunciar nombres de personas y objetos, asi como para
comprenderlos y repetirlos.

Alelo ApoE ¢4: Factor de riesgo genético de la EA de inicio tardio (después de los 65
afos), demostrado en 1992.

Amnesia: Falta o deficiencia de la memoria.

Amilode: Pequefio péptido hidréfobo de 40 amino&cidos que se encuentra en forma de
agregados fibrilares en el cerebro de pacientes con EA, y también circulando en una forma
soluble en el plasma y el liquido cefalorraquideo de individuos normales o afectados por la
enfermedad.

Anomia: Alteracién cognitiva cuya manifestacion es la dificultad para hallar el nombre
de los objetos. A menudo el paciente con EA utiliza una oracion para describir el objeto. Es
una de las primeras manifestaciones de esta enfermedad y al principio se limita a una
dificultad para nominar objetos que el paciente no maneja con frecuencia.

Antipsicéticos: Farmacos también denominados tranquilizantes mayores y
neurolépticos. Actllan como antagonistas de la dopamina y la serotonina en los receptores
cerebrales, y producen un estado de tranquilidad e indiferencia inmediata.

Ansiedad: Sensacion de aprension, miedo y nerviosismo, acompafiada de agitacion.

Ansioliticos: Farmacos que alivian la ansiedad. Pueden aumentar la confusién en los
pacientes dementes.

Apatia: Indiferencia ante los estimulos externos, que provoca falta de motivaciéon para
realizar actividades que solian practicarse o reduccion de los intereses que son comunes para
la gente en general.

Apraxia: Alteracion cognitiva que se manifiesta por el deterioro de la capacidad de
ejecucion de las actividades motoras, aun cuando las capacidades motoras, la funcion
sensorial y la comprension de la tarea a realizar estén intactas.

B-Amiloide: Tipo de proteina amiloide presente en el ser humano y los animales. En la
EA es procesado anormalmente por las neuronas y se deposita en las placas amiloides del
cerebro.

Colina: Sustancia natural necesaria para el organismo, que se obtiene de diversos
alimentos, especialmente del huevo. Es un componente esencial de la acetilcolina.
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Demencia: Término derivado del latin de (privativo) y mens (mente, juicio, intelecto,
inteligencia) que ha tenido numerosos significados a lo largo de la historia. Actualmente se
concibe la demencia como un sindrome adquirido que produce la pérdida progresiva de
multiples funciones corticales superiores (memoria, pensamiento, aprendizaje, personalidad,
lenguaje, relaciones temporoespaciales, funcion ejecutiva y capacidad de razonamiento) sin
descenso del nivel de la conciencia y que causa incapacidad funcional y una alteracion
significativa del desempefio social y laboral. La forma més frecuente de demencia es la EA.

Enfermedad de Alzheimer: En 1906, Alois Alzheimer realiz6 el estudio
anatomopatologico del cerebro de una mujer que cinco afios antes de fallecer habia
comenzado a presentar un cuadro de delirio celotipico, una rapida y progresiva pérdida de
memoria acompafiada de alucinaciones, desorientacion temporoespacial, paranoia, trastornos
de la conducta y del lenguaje. Estos hallazgos fueron descritos como placas seniles, NFT y
cambios arteriosclerdticos cerebrales. La denominacion del cuadro clinico como EA fue
introducida por Kraepelin en la octava edicion de su Manual de Psiquiatria, en 1910.

Enfermedad Neurodegenerativa: Enfermedad neuroldgica caracterizada por la pérdida
de neuronas, como en la EA o la enfermedad de Parkinson.

Envejecimiento: Cambios fisicos graduales que se producen con la edad, como
disminucién de la agudeza visual y auditiva, aparicion de canas y arrugas, pérdida de tono
muscular y debilitamiento general, asi como prolongacién del tiempo de respuesta,
alteraciones de la memoria, la atencién y la percepcién, dificultad para solucionar problemas
de la vida cotidiana y trastornos cognitivos. Todas estas alteraciones se consideran normales
siempre y cuando no se den de manera acelerada o en forma extrema y lleguen a afectar a la
forma en la que la persona funciona, porque entonces podrian deberse a un deterioro o dafio
cerebral.

Etapa Tardia: Etapa en la que han progresado los sintomas de la demencia hasta el
punto en que la persona tiene poca capacidad para cuidar de si misma, es incapaz de
reconocer a los miembros de la familia y la comunicacion oral desaparece.

Factores de Riesgo: Factores que aumentan las probabilidades de que in individuo
sufra una determinada enfermedad. En el caso de la EA, los Unicos factores de riesgo
demostrados hasta el momento son la edad, los antecedentes familiares y la genética.

Fosforilacion: Adicion de un grupo fosfato a una proteina o a otro compuesto. Se sabe
gue una mutacién en el cromosoma 17 del gen que codifica la sintesis de la proteina t
provoca una fosforilacion irreversible de ésta, impidiendo su funcion normal y facilitando su
autoagregacion, lo que da lugar a la formacion de los caracteristicos NFT de la EA.

Hipocampo: Rodete longitudinal, curvado en forma de hoz (similar a un caballito de
mar), que se encuentra en el fondo del asta inferior del ventriculo lateral cerebral, formando
parte de la circunvolucién parahipocampica. Se ha demostrado que las estructuras del I6bulo
temporal medial, incluido el hipocampo, son decisivas para la memoria declarativa.

Gen de la Presenilina 1: Gen localizado en el cromosoma 14 y responsable del 25-50%
de los casos de la EA de inicio temprano.
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Gen de la Presenilina 2: Tercer gen responsable de formas familiares de la EA de inicio
temprano, cuando estd mutado, mediante el mecanismo comun al gen de la PPA y de la PS1
del aumento de la concentracion de pA.

Hipétesis de S-Amiloide: Hipodtesis segun la cual a la acumulacion y deposito anormales
de p-amiloide fibrilar e insoluble en forma de placas neuriticas les sigue una cascada de
efectos neurotdxicos cuyo resultado es la neurodegeneracion y el desarrollo de la EA.

Memantina: Farmaco que bloquea los receptores NMDA cerebrales. Puede retrasar la
progresion de la demencia en algunos pacientes.

Memoria: Capacidad mental que permite recordar informacion almacenada en el
cerebro (ideas, imagenes, acontecimientos, sentimientos, etc.). Se trata de una funcién
compleja en la que intervienen varios componentes como fijacion, registro, conservacion,
evocacion y reconocimiento de la informacién. Se puede clasificar atendiendo a su duracion o
segun su contenido o utilizacion en MLP, MCP, memoria declarativa, episédica, semantica,
etc.

Memoria a Corto Plazo (MCP): Memoria de lo ocurrido varios minutos, horas o
semanas antes. Representa la capacidad de adquirir y retener nueva informacién. Requiere
los procesos de almacenamiento y de registro. Es el primer tipo de memoria que se deteriora
en la EA, incluso antes de que se produzcan en el cerebro las alteraciones
anatomopatologicas caracteristicas.

Memoria a Largo Plazo (MLP): Memoria que recoge la experiencia y los
acontecimientos de la vida del sujeto. Representa la capacidad de recordar informacién sobre
hechos sucedidos en un tiempo ya distante, y por supuesto anteriores al inicio de los
problemas de memoria. En ella interviene fundamentalmente la funcion evocadora.

Memoria Declarativa: Memoria que almacena hechos y cifras. Contiene los hechos del
mundo y los acontecimientos personales del pasado que son necesarios recuperar de manera
consciente para recordarlos. Se denomina declarativa porque podemos pedir explicitamente a
nuestro cerebro que realice una conexion entre un par de estimulos. Esta expuesta al olvido, y
requiere la repeticion para perdurar afios.

Memoria de Referencia: Memoria que contiene la informacion reciente y remota
obtenida por experiencias previas.

Memoria Episodica: Memoria integrante de la memoria declarativa. Contiene la
informacion relativa a sucesos vividos por la persona en un momento y lugar concretos.

Memoria Implicita: Memoria que interviene en el aprendizaje de procedimientos.
Consiste en la automatizacion de rutinas de movimientos aprendidos y el aprendizaje de
habilidades motrices y cognitivas. Estas habilidades s6lo pueden aprenderse practicandolas.
Es una memoria automatica que no precisa de una ejecucién conciente.

Memoria Inmediata: Memoria de lo ocurrido entre 30 segundos y 25 minutos antes. Se
relaciona con las funciones de percepcion, atencion y conciencia. Clinicamente nos indica si
las funciones de entrada y registro estan intactas.
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Memoria Retentiva: Memoria que utiliza la capacidad de retencion y recuerdo. Suele
afectarse en la fase incipiente de la EA.

Memoria Seméntica: Memoria integrante de la memoria declarativa. Contiene
informacion que no varia.

Memoria Sensorial: Memoria de breve duracidon que garantiza la continuidad temporal y
espacial del estimulo. Puede ser visual (dura menos de medio segundo) y auditiva (dura entre
uno y dos segundos).

Mitocondrias: Organelos celulares que utilizan el oxigeno molecular y generan ATP, fuente
primaria de energia para todas las funciones de la célula.

Neurona: Unidad operativa basica del sistema nervioso. Se compone de un cuerpo celular
(soma) que contiene el nucleo, varias ramas cortas (dendritas) y una prolongacion larga
(ax6n) con ramas cortas en toda su longitud y en su extremo distal. Las neuronas envian
sefiales que controlan las acciones de otras células del cuerpo, como otras neuronas y las
células musculares.

Neurotransmision: Paso de sefiales de una neurona a otra por medio de sustancias
guimicas o de impulsos eléctricos.

Neurotransmisor: Mensajero quimico especializado que envia un mensaje de una neurona
a otra. La informacién que estos mensajeros quimicos trasmiten regula la actividad normal del
cerebro y controla el funcionamiento cognitivo, las emociones, el estado de animo y el suefio,
entre otras funciones.

Ovillos Neurofibrilares (NFT): Camulos de fragmentos proteicos retorcidos en el interior de
las neuronas, que son una de las anomalias estructurales caracteristicas de la EA. En la
necropsia, la presencia de placas amiloides y NFT es patognoménica de la EA.

Paranoia: Perturbacion mental clasificada entre los trastornos de ideas delirantes, en la
gue la tematica del delirio es el perjuicio. El sujeto que la padece se siente victima de las
acciones de una o varias personas o de una institucion, de las que cree gque actlan en su
contra con animo de perjudicarlo, dentro de un entramado argumental comprensible, pero no
real, con el que intenta justificar su delirio.

Placa amiloide: Agrupamiento anormal de neuronas muertas y moribundas, de otras
células cerebrales y de fragmentos de proteina amiloide. Las placas amiloides son una de las
anomalias estructurales caracteristicas del cerebro de los afectados con la EA. En la
necropsia, la presencia de placas amiloides y de NFT se considera un signo patognomaonico
de esta enfermedad.

Presenilinas (PS): Proteinas relacionadas con la EA familiar de inicio temprano. Existen
dos tipos: presenilina 1 (PS1) y presenilina 2 (PS2).

Proteina Precursora del Amiloide: Proteina cuyo funcionamiento normal se desconoce, Si
bien se ha determinado que un simple tramo de la proteina de 50 aminoacidos provoca el
caos al impedir la nutriciébn de las mitocondrias y de las células circundantes. Ademas, el
extremo final de la proteina contiene la sustancia toxica g-amiloide, componente de las placas
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y ovillos cerebrales caracteristicos de la EA, que consigue separarse del resto de la proteina 'y
acumularse en la célula.

Proteina 7. Principal proteina responsable de la formacion de los NFT encontrados en las
neuronas degeneradas. En condiciones normales, participa en el mantenimiento de la
estructura interna de las neuronas, pero en la EA se sintetiza en exceso. Puede medirse en el
liquido cefalorraquideo, donde una concentracién elevada apoya el diagnostico de la
enfermedad.

Receptores: Estructuras macromoleculares de naturaleza proteica localizadas en la
membrana externa, el citoplasma y el nucleo de las células con las que interactian los
farmacos (sustancias capaces de modificar la actividad celular), generandose una
modificacidén constante y especifica en la funcion celular. Algunos receptores intervienen en la
comunicacién intercelular al recibir la influencia de sustancias endbgenas como
neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas.

Receptores NMDA: Receptores ionotrépicos del glutamato activados por el N-metil-D-
aspartato y participan en numerosas funciones, como el aprendizaje o la memoria, mientras
gue en otras ocasiones estan implicados en mecanismos de muerte neuronal o en
enfermedades como la epilepsia. Desempefian un papel crucial en los procesos de formacion
de las memorias, incluida la denominada memoria episédica, que permite recordar las
experiencias vividas, aunque los acontecimientos solamente ocurran una vez.

Reserpina: Farmaco de potente accion sedante que interfiere el mecanismo de varias
monoaminas neurotransmisoras en las vesiculas sinapticas.

Rivastigmina: Farmaco inhibidor de la acetilcolinesterasa de segunda generacion,
aprobado para el tratamiento de la EA.

Senilidad: Debilidad orgéanica y mental inherente a la vejez. En un tiempo se denomino
seniles, a los ancianos diagnosticados de demencia, pero hoy en dia se sabe que ésta no es
un componente habitual del envejecimiento y puede tener diversas causas.

Sinapsis: Region de comunicacion y transmision de sefiales, generalmente mediante un
neurotransmisor, entre el axén de una neurona y las dendritas o el soma de otra.

Sistema Colinérgico: Sistema de neuronas cuyo neurotransmisor es la acetilcolina. Esta
deteriorado en el cerebro de los pacientes con EA.

Tacrina: Anticolinesterasico de primera generacion utilizado inicialmente en el tratamiento
de EA y ahora en desuso por ser hepatotoxico.

Tomografia Computarizada por Emisién de Fotéon Unico (SPECT): técnica de diagndstico
por la imagen que puede ayudar a diagnosticar la EA al tomar imagenes funcionales del
cerebro.

Tomografia por Emisién de Positrones: Técnica de diagndstico por la imagen que evalla la
actividad y funcionalidad de tejidos y érganos al medir el metabolismo celular de oxigeno y
glucosa mediante el uso de un radiois6topo emisor de positrones.
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Vesiculas Sinapticas: Organulos esféricos, situados en los extremos de los axones, que
contienen neurotransmisores. Durante la actividad, las vesiculas liberan su contenido a la
sinapsis, donde los neurotransmisores estimulan los receptores de otras células.

Vitamina E: Vitamina esencial, contenida en pequeiias cantidades en frutos, que parece
producir un efecto protector eficaz frente al dafio oxidativo y otros mecanismos asociados con
el deterioro cognitivo y la demencia.
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