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_________________________   I.   RESUMEN  _________________________ 

 

La etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer (EA) es compleja y se han involucrado 

múltiples factores en su origen, sin embargo parece claro que un evento central ocurre a partir 

del procesamiento alterado de  la proteína precursora del amiloide  (PPA) que  resulta en  la 

sobreproducción y agregación de formas neurotóxicas de la proteína β‐amiloide (Aβ). Más allá 

de los casos de origen familiar de la EA, en donde las mutaciones encontradas se relacionan 

con una sobreproducción de la Aβ, poco se conoce acerca de los mecanismos involucrados en 

los casos de tipo esporádico, los cuales representan casi la totalidad (95%) de los enfermos con 

EA.  Por  otro  lado,  abundante  información,  proveniente  de  pacientes  y modelos  animales, 

indica que el estrés oxidante es uno de los factores capitales y más frecuentemente asociados 

con esta enfermedad neurodegenerativa. En este sentido, el interés del presente estudio fue 

explorar el efecto del estrés oxidante sobre el metabolismo de la PPA silvestre, expresada de 

manera basal en neuronas diferenciadas de neuroblastoma humano,  lo cual  representa un 

modelo fisiológico más cercano a la generación neuronal de Aβ bajo condiciones patológicas. 

Debido a que el H2O2 es la principal fuente natural del radical hidroxilo en el cerebro y que el 

FeCl2 es capaz de promover un estado de estrés oxidante incluyendo la generación del radical 

hidroxilo  a  partir  del  H2O2,  en  el  presente  trabajo  decidimos  estudiar  el  efecto  de  estas 

moléculas pro‐oxidantes sobre los niveles de PPA y su procesamiento por parte de las enzimas 

α‐, β‐ y γ‐ secretasas, así como el papel de la proteína N‐terminal c‐jun cinasa (JNK) involucrada 

en  vías de  señalización  activadas por  estrés. Nuestros  resultados  aportan  evidencias de  la 

modulación dual en el metabolismo de  la PPA,  relacionado con una  regulación negativa de 

proteínas con actividad de α‐secretasa, así como una regulación positiva de componentes de la 

γ‐ y β‐secretasa. Además, encontramos que un evento central en la generación exacerbada de 

Aβ es la fosforilación del residuo de Thr668 de la PPA por la enzima JNK.  

En conjunto, estos resultados aportan evidencia de que condiciones pro‐oxidantes en 

el  ambiente  neuronal  propician  la  generación  de  Aβ  y  permiten  proponer  el  desarrollo  y 

utilización de fármacos que tengan como blanco la modulación de enzimas proteolíticas de la 

PPA y algunas cinasas activadas por estrés celular. 
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  _________________________  II.   ABSTRACT  _________________________ 

 

The pathogenesis of Alzheimer disease (AD) is complex and is certain to involve 

diverse etiological factors, but a central role has been strongly suggested for amyloid β‐

protein  (Aβ),  based  on  genetic,  biochemical  and  neurotoxicological  evidence.  In 

contrast with the well‐documented effect of genetic mutations  in Aβ overproduction, 

not  much  is  known  about  the  mechanisms  involved  in  sporadic  AD  (SAD)  which 

account  for more  than 95% of cases. Extensive data  from patients and  in vivo animal 

models  indicate  that  oxidative  stress  is  one  of  the  cardinal  factors most  frequently 

associated with  this neurodegenerative disease. The aim of  the present study was  to 

explore  the  effect  of  oxidative  stress  on  the  normally  expressed wild‐type  amyloid 

precursor  protein  (PPA)  in  human  neuroblastoma  cells,  which  represents  a  more 

physiological model of neuronal Aβ generation. Since H2O2  is  the main source of  the 

highly  reactive hydroxyl  radical  in  the brain, and FeCl2 can stimulate oxidative stress, 

including  the  formation  of  the  hydroxyl  radical  from H2O2,  in  the  present work we 

studied the effect of these two prooxidant molecules on the  levels and processing of 

human PPA by α‐, β‐ y γ‐ secretase, and the role of the stress‐activated kinase c‐jun N‐

terminal kinase (JNK). We provide evidence for a dual modulation of amyloid precursor 

protein metabolism  in differentiated human neuroblastoma cells related with a down‐

regulation  of  α‐secretase  and  up‐regulation  of  γ‐secretase,  and  particularly  of  β‐

secretase and also a JNK depending Aβ generation. 
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________________________ III.   INTRODUCCIÓN ________________________ 

 

 

Conforme  la  expectativa  de  vida  aumenta  un  número  cada  vez  mayor  de 

individuos presentan padecimientos neurodegenerativos, que  se caracterizan por  ser 

crónicos  y  progresivos,  los  cuales  culminan  con  la  muerte  del  sujeto.  La 

neurodegeneración es un proceso cuya aparición depende principalmente del estado 

general del  individuo, que se da con mayor o menor velocidad tomando en cuenta  la 

predisposición  genética,  las  característica  particulares  del metabolismo  así  como  los 

factores externos imperantes. Las características clínicas de estos padecimientos están 

dadas por las poblaciones neuronales que se vean afectadas, aunque en la mayoría de 

los caso derivan en el desarrollo de una demencia. Esta  se define como  la pérdida o 

disminución de las habilidades de memoria y cognición. Diferentes tipos de demencias 

se asocian a síntomas y patrones histológicos específicos.    

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un problema de salud pública que afecta 

aproximadamente  al  2%  de  la  población  en  países  industrializados  y  de  manera 

dramática a  las personas mayores de 70 años. Algunas proyecciones epidemiológicas 

apuntan que para el 2040, 71% de los 81 millones de casos de demencia se encontraran 

en países en desarrollo, como el nuestro. En el año 2004 la Secretaria de Salud reportó 

360 mil casos en México. Hasta el momento no hay medidas curativas ni preventivas 

eficaces. Sin embargo, se ha señalado que la dieta y el estilo de vida pueden influir en el 

riesgo de padecer EA y algunos estudios sugieren que aquellas condiciones que afectan 

al  sistema  vascular  como  la  hipertensión,  la  diabetes  de  tipo  2  y  la  obesidad, 

incrementan  importantemente  este  riesgo.  La  EA  es  uno  de  los  padecimientos  que 

causa  mayor  incapacidad  individual  y  que  impacta  enormemente  en  el  ambiente 

familiar y social. 
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_________________  IV.   LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER  _________________ 

 

La  Enfermedad  de  Alzheimer  (EA)  es  una  demencia  neurodegenerativa 

progresiva,  la cual se asocia al envejecimiento. La prevalencia de esta enfermedad es 

del 3% en individuos entre 60 y 70 años, alcanzando un 40% en personas mayores de 85 

años (Hebert et al., 2003). En el año de 1906 el médico alemán Alois Alzheimer realizó la 

primer descripción  clínica y neuropatológica de un  tipo de demencia  senil,  la  cual  se 

presentó  en  una  mujer  de  51,  Auguste  D,  quién  murió  después  de  4  años  de 

padecimiento (Alzheimer, 1907). Después de casi   30 años se realizó  la descripción del 

primer caso autosómico dominante (para revisión ver Hardy, 2006). Posteriormente se 

descifró en estas  familias que el gen  implicado  se encontraba en el cromosoma  14 y 

codificaba para una proteína mutada nombrada presenilina  (van Broeckhoven  et  al., 

1992).  

Clínicamente los síntomas característicos de la EA se han dividido en tres etapas 

dependiendo del progreso de la enfermedad. En la primera se presenta una pérdida en 

la  memoria  a  corto  plazo  y  desorientación  espacio‐temporal.  En  la  segunda  se 

presentan  los  primeros  síntomas  no  cognoscitivos  (cambios  en  la  personalidad, 

ansiedad,  tensión,  irritabilidad,  apatía,  etc.),  una  afectación  generalizada  de  la 

memoria, diafasias, pérdida del  juicio y del pensamiento abstracto. En  la última etapa, 

hay un aumento del tono muscular, el deterioro cognoscitivo es tal que el individuo es 

incapaz  de  reconocer  a  sus  familiares  e  incluso  a  si mismo  hasta  que  pierde  todo 

contacto  consciente  con  el  mundo.  El  control  de  algunas  funciones  corporales 

(regulación  de  esfínteres)  desaparece,  por  lo  que  en  este  momento  el  individuo 

presenta una dependencia total.  Desde el inicio de la enfermedad hasta la muerte del 

individuo pueden transcurrir de 12 a 20 años (para revisión ver Arias, 1999). 

A  nivel  histopatológico,  este  padecimiento  se  caracteriza  por  una  pérdida 

sináptica generalizada en áreas cerebrales de alta plasticidad (evento temprano previo 

a  la muerte  neuronal),  además  de  presentar  placas  amiloideas  o  seniles  y marañas 

neurofibrilares.  Las  primeras  son  depósitos  extraneuronales  de  proteína  β‐amiloide 
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(Aβ), las segundas son depósitos intraneuronales de proteína tau, la cual estabiliza los 

microtúbulos axonales. Aunque hasta el momento no se conocen los mecanismos por 

los  cuales  se  generan  estos  dos  rasgos  histopatológicos,  ambos  parecieran  ser  un 

factor importante en el desencadenamiento de la muerte neuronal. 

Las marañas  se  encuentran  principalmente  en  el  soma  neuronal  abarcándolo 

casi  en  su  totalidad  (Iqbal & Grundke‐Ikbal,  1991).  Las  personas  que  padecen  la  EA, 

presentan grandes alteraciones en la estructura del citoesqueleto neuronal (Delacourte 

& Defossez, 1986). Como resultado de este evento, se generan estructuras conocidas 

como filamentos helicoidales apareados (FHA),  las cuales se asocian para producir  las 

marañas  neurofibrilares  (Kidd,  1963; Wisneiwski  et  al.,  1976).    El  análisis  de  los  FHA 

permitió  la  identificación  de  la  proteína  asociada  a  microtúbulos  tau  en  forma  de 

polímeros  insolubles  (Wischik  et al.,  1988). Tau presenta 6  isoformas  (Goedert et  al., 

1989)  las  cuales  se  localizan  principalmente  en  los  axones  (Binder  et  al.,  1985) 

participando  en  su  elongación  y  estabilización  (Caceres  et  al.,  1991)  y  siendo 

fundamental para  las  funciones neuronales  ya que  regula  su morfología    y  fisiología 

(Knops  et  al.,  1991).  Su  actividad  biológica  se  encuentra  regulada  por  el  grado  de 

fosforilación que presenta.     De manera normal tau posee 2‐3 moles de  fosfato, pero 

pacientes  con  la  EA  presentan  una  hiperfosforilación  que  alcanza  de  10‐12 moles  de 

fosfato  por mol  de  proteína  (Alonso  et  al.,  1994;  Ksiezak‐  Reding  et  al.,  1992).    La 

hiperfoforilación  de  tau  reduce  su  capacidad  de  unión  a microtúbulos,  además  de 

promover  su  auto  agregación  (Alonso  et  al.,  1996).  Esto  conduce  a  un  ensamblaje 

defectuoso de los microtúbulos y a la formación de estructuras filamentosas (marañas 

neurofibrilares)  que  afectan  el  flujo  axoplásmico,  la morfología  y  el  funcionamiento 

normal de las neuronas favoreciendo la neurodegeneración (Davies, 1994). 

Las placas seniles están conformadas por un núcleo compuesto principalmente  

por Aβ42 rodeadas por neuritas distróficas y procesos de células gliales reactivas, estas 

se observan más  frecuentemente en  la amígdala, el hipocampo y  la neocorteza (para 

revisión ver Arias, 1999). Otras proteínas que también han sido identificadas son la α1–

antiquimotripsina  (Abraham  et  al.,  1988),  la  apolipoproteína  E  (Namba  et  al.,  1991), 



 13

proteasas lisosomales (Cataldo & Nixon, 1992) y enzimas antioxidantes (Pappolla et al., 

1992),  aunque  se  desconoce  si  tienen  participación  en  la  formación  de  la  placa  o 

simplemente  son  absorbidas  por  ésta.  Adicionalmente,  se  han  detectado 

proteoglicanos  de  heparan  sulfato,  los  cuales  podrían  participar  en  la  formación  de 

fibrillas amiloideas (Snow et al., 1990). 

 La  disminución  en  la  densidad  sináptica  y  neuronal  que  sucede  en  este 

padecimiento  parece  ser    responsable  y  correlaciona  con  la  deficiencia  cognoscitiva 

típica de la primera etapa de la EA (Carter & Liapp, 2001; Masliah et al., 1991), de hecho, 

la pérdida de sinaptofisina se usa como un marcador  temprano. La disminución en  la 

densidad sináptica se refleja como la pérdida de la mayoría de los componentes de las 

vesículas  sinápticas  y  de  la  mayoría  de  los  péptidos  almacenados  en  las  mismas 

(Arendt,  2001).  Esta  pérdida  sináptica,  puede  llegar  a  ser  hasta  de  un  75%  en  el 

hipocampo (Terry & Katzman, 2000). 

 

 

IV.1  MODELOS EXPERIMENTALES DE LA EA  

 

Debido a la compleja etiología de la EA hasta el momento, no existe un modelo 

que presente por si mismo todas las características de la enfermedad. Sin embargo se 

han generado diversos modelos animales, que al menos de forma parcial, desarrollan 

las características conductuales y/o histopatológicas que se observan en la EA. En este 

sentido,  los modelos  se  pueden  subdividir  en  aquellos  que  desarrollan  la  patología 

amiloidea  de  forma  natural  con  la  edad  y  aquellos  genéticamente modificados  para 

expresar formas mutantes presentes en la EA (generalmente ratones).   

Ejemplo de los primeros son el uso del chimpancé (Martin et al., 1991; Rosen et 

al., 2008) y de canes (Satou et al., 1997), que de manera natural desarrollan depósitos 

amiloideos. A  pesar  de  ser  atractivos,  tienen  en  su  contra  el  hecho  de  que  el  lapso 

temporal  para  presentar  estas  características  es  muy  prolongado,  además  de  no 

desarrollar  todas  las  características  presentes  en  esta  enfermedad.  Debido  a  lo 
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anterior, el uso de modelos murinos transgénicos, que expresen genes con mutaciones 

autosómicas dominantes que se han determinado participan el desarrollo de  la EA de 

tipo familiar, ha facilitado el estudio de los mecanismos implicados en su desarrollo. Los 

tres tipos de genes más utilizados por sus efectos en el progreso de la enfermedad son: 

el de  la PPA (Goate et al., 1991) y  los de  la Presenilina 1 y 2 (Lemere et al., 1996; Levy‐

Lahad et al., 1995).  Gran parte del conocimiento que actualmente se tiene de la EA se 

sustenta en el estudio de las decenas de modelos transgénicos generados hasta ahora, 

ya  sea  en  sus  distintas  variantes  individuales  o  en  combinación  entre  estos  u  otros 

genes  relevantes  en  la  enfermedad.  Sin  embargo,  hasta  el momento  no  existe  un 

modelo que, basándose  en  las  características presentes  en  la  EA de  tipo  esporádica 

permita su estudio.  Cabe señalar que este mismo escenario se repite de igual forma en 

los modelos in vitro desarrollados hasta el momento. Lo que hace relevante el presente 

estudio para el entendimiento de  la enfermedad, al utilizar células de neuroblastoma 

humano MSN  diferenciadas  en  neuronas,  que  expresan  de manera  basal  la  APP  no 

mutada, lo cual representa un modelo fisiológico más cercano a la generación neuronal 

de Aβ bajo condiciones patológicas    

 

 

IV.2  HIPÓTESIS DEL AMILOIDE EN LA EA 

 

Aunque este padecimiento  tiene una patogénesis compleja y puede  involucrar 

múltiples factores etiológicos, la sobreproducción de Aβ parece jugar un papel central, 

como  ha  quedado  demostrado  por  diversos  estudios  genéticos,  histopatológicos  y 

bioquímicos (Selkoe, 1991; Cotman et al., 1992; Hsiao et al., 1996; Walsh & Selkoe, 2004).  

Diversos  estudios  han  llevado  a  la  identificación  de  las  vías  bioquímicas 

implicadas en la generación de Aβ. Del total de casos de EA, sólo entre el 1‐5% tienen un 

explicación genética (EAF). Estos pacientes con la EAF presentan mutaciones en el gen 

de la proteína precursora del amiloide (PPA) a partir de la cual se genera la Aβ, así como 

en otras proteínas  involucradas en su procesamiento,  lo cual  favorece  la  formación y 



 15

secreción  de  la  Aβ.  Así  mismo,  modelos  transgénicos,  los  cuales  expresan  la  PPA 

humana con dichas mutaciones, exhiben parte de la patología de la enfermedad y han 

provisto de evidencia experimental que sustenta  la correlación entre  la generación de 

Aβ  y  la neurodegeneración  característica de  la enfermedad. Sin embargo,  aún no  se 

conoce el   mecanismo por el cual Aβ causa el deterioro cognitivo, y si el grado de  la 

demencia correlaciona con el grado de pérdida neuronal.  

Los casos de  la EA que no pueden ser explicados por causas genéticas, se  les 

conoce como de tipo esporádico (EAE). Estos pacientes al igual que los EAF, presentan 

las mismas características patológicas, aunque las desarrollan en etapas más avanzadas 

de  la vida. El hecho que ambos tipos de  la EA presenten una sobre producción de Aβ, 

ha  llevado  a  postular  una  hipótesis  amiloidea  del  origen  de  la  enfermedad.  Esta 

propone  que  la  EA  es  desencadenada  por  un  desequilibrio  en  la  generación  o 

acumulación de Aβ, lo cual conduce al desarrollo de la misma. Aunque esta hipótesis no 

es capaz de explicar todos los eventos que ocurren en el transcurso de la enfermedad, 

está claro que el conocimiento de los procesos que llevan a la sobreproducción del Aβ 

es  fundamental en el entendimiento y el desarrollo de estrategias  terapéuticas en    la 

EA.  

 

 

IV.3  PROTEÍNA  β‐AMILOIDE 

 

  El  Aβ  es  un  péptido  de  40‐42  aminoácidos,  que  se  origina  a  partir  del  corte 

proteolítico de  la APP por  la acción de  la β y  γ‐secretasas  (Lichtenthaler et al.,  1999; 

Seubert et al.,  1993; Tienari et al.,  1997). Aunque  la mayor parte del Aβ se genera en 

vesículas endocíticas para ser secretado posteriormente, una fracción pequeña tiene su 

origen en el aparato de Golgi   y en menor proporción en el retículo endoplásmico. La 

principal  forma  de  Aβ  generado  es  la  de  40  aminoácidos  (Aβ40),  hallada  en 

concentraciones nanomolares en el  líquido  cefaloraquídeo  (Vigo‐Pelfrey  et  al.,  1993). 

Sin embargo,  la forma de 42 aminoácidos (Aβ42) es  la más fibrogénica y se encuentra 
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altamente  enriquecida  en  los  núcleos  de  las  placas  seniles  en  paciente  y  modelos 

transgénicos  de  la  enfermedad  (Kuo  et  al.,  1996).  De  hecho,  esta  alcanza  una 

proporción cerca al 70% del núcleo proteico que compone el peso seco de  las placas 

seniles (Miller, 1993). 

Inicialmente se postulaba la necesidad de que la Aβ se encontrara en un estado 

agregado para ejercer sus efectos tóxicos. Sin embargo, estudios recientes señala que 

son  formas  diméricas  y  oligoméricas  las  que  tienen  un  efecto  deletéreo  sobre  las 

neuronas  (Freir  et  al.,  2001;  Wang  et  al.,  2002).  Entre  estos  efectos  destacan:  la 

desregulación de la homeostasis del calcio (Hartmann et al., 1993; Mattson et al., 1992); 

la generación de radicales  libres y  la subsecuente oxidación de  lípidos de membrana y 

proteínas  (Behl et al,.  1994; Buttterfield et al.,  1994; Smith‐Swintosky et al.,  1995). Así 

mismo,  la Aβ es capaz de potenciar el efecto de distintos agentes tóxicos neuronales, 

incluyendo el producido por los aminoácidos excitadores (Behl et al., 1992; Mattson et 

al., 1992),  la privación de glucosa (Copani et al., 1991) y el estrés oxidante (Lockhart et 

al., 1994; Behl et al., 1997). También se ha reportado que la Aβ tiene la capacidad para 

promover  la  fosforilación  de  la  proteína  Tau,  en  cultivos  neuronales  de  corteza  e 

hipocampo (Busciglio et al., 1995); así como la inhibición de la LTP en el hipocampo de 

rata, tanto in vivo como in vitro  (Freir et al., 2001; Wang et al., 2002).  
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_______________   V.   PROTEÍNA  PRECURSORA DEL AMILOIDE   _______________ 

 

La  PPA  es  una  glicoproteína  transmembranal  del  tipo  1  de  entre  120‐200  kD, 

integrada por 3 regiones (Kang et al., 1987): un gran dominio extracelular en  la región 

N‐teminal  que  forma  una  estructura  globular  (Rossonjohn  et  al.,  1999);  una  región 

transmembranal, que contiene parte de  la secuencia de  la Aβ; y un pequeño dominio 

citoplasmático  en  la  región  C‐terminal.  Esta  proteína  es  ubicua  al  organismo  y muy 

conservada evolutivamente (Goldgaber et al., 1987; Tanzi et al., 1987). El gen de la PPA 

se localiza en el cromosoma 21, y existen 10 isoformas con un tamaño que puede variar 

de  563  hasta  770  aminoácidos.  Las  neuronas  principalmente  expresan  la  isoforma 

PPA695 (Coulson et al., 2000).  

En  el  SNC,  la  PPA  puede  funcionar  como  un  factor  neurotrófico,  involucrado 

durante el desarrollo y la vida adulta. Entre las características celulares de la PPA se ha 

reportado  su  interacción  con  los microtúbulos,  implicándola en el proceso de  tráfico 

vesicular, además se ha demostrado que está sujeta a un  transporte  rápido hacia  las 

terminales sinápticas y se encuentra presente en  las uniones neuromusculares. Otros 

estudios  han  señalado  su  capacidad  de  interactuar  con  componentes  de  la matriz 

extracelular, lo que sugiere su participación en la fisiología neuronal como un receptor 

membranal  involucrado en  la adhesión celular  (Ghiso et al.,  1992). De esta manera,  la 

PPA  podría  intervenir  en  el mantenimiento,  estabilidad  y  función  sinápticas.  En  este 

sentido,  Ninomiya  (1993)  demostró  la  participación  de  la  PPA  como  un  factor 

involucrado en el crecimiento y guía axonal durante el desarrollo. Por otra lado, dentro 

de  la  región citoplasmática de  la PPA,  se han  identificado ciertos dominios consenso 

que sugieren su acción en vías de señalización (Nishimoto et al., 1993; Nordstedt et al., 

1993), así como en  la regulación de factores de trascripción (Minopoli et al., 2001). En 

los últimos  años  estudios  in  vitro ha demostrado que  la PPA  es  capaz de unir  iones 

metálicos    (Cu2+, Fe2+ y Zn2+), y se ha postulado su  intervención en  la homeostasis de 

dichos iones en el cerebro (White et al., 1999).  
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A  nivel  electrofisiológico,  algunos  reportes  han  señalado  que  la  actividad  

transcripcional de la PPA se encuentra regulada positivamente durante la inducción de 

la LTP, y que este efecto se ve disminuido durante la vejez (Stéphan et al., 2002). Otros 

trabajos  realizados  en  rebanadas  de  hipocampo  muestran  que  la  elevación  en  los 

niveles de PPA, posterior a la estimulación eléctrica, viene acompañada de un aumento 

en la generación de Aβ y una subsecuente inhibición de la actividad neuronal (Wang et 

al., 2004). 

 

V.1  METABOLISMO DE LA PPA 

 

La  PPA  es  sustrato  de  distintas  enzimas,  y  dependiendo  cual  de  ellas  actúe, 

puede  ser  procesada  a  través  de  dos  vías  proteolíticas:  la  amiloidogénica  y  la  no 

amiloidogénica  (ver  Esq.  1).  En  la  vía  amiloidogénica,  la  Aβ  es  generada  por  el 

procesamiento secuencial de la β‐ y la γ‐secretasa, las cuales producen las regiones N‐ y 

C‐terminal  respectivamente.  Alternativamente,  en  la  vía  no  amiloidogénica  la  PPA 

puede ser procesada en la membrana plasmática por la α‐secretasa, lo cual previene la 

formación  de  la  Aβ  y  permite  la  generación  de  un  fragmento  con  propiedades 

neurotróficas (αPPAs).  

A  pesar  que  el  procesamiento  de  la  PPA  mediado  por  la  α‐secretasa  es  la  

principal vía proteolítica,  la  identidad exacta de  la α‐secretasa no ha sido confirmada; 

sin embargo, su actividad se ha asociado a regiones con bajo contenido de colesterol 

(Kojro  et  al.,  2001).  Estudios  farmacológicos  indican  que  la  α–secretasa  es  una 

metaloproteasa dependiente de  zinc  (Parvhaty  et  al.,  1998).  Su  actividad  enzimática 

puede ser constitutiva o inducible a través de la activación de la proteína cinasa C (PKC) 

(Lammich  et  al.,  1999).    Datos  recientes  sugieren  que  la  proteína  TACE  (enzima 

convertidora del  TNF‐α), una metaloproteasa perteneciente  a  la  familia de proteínas 

ADAM  (a  disintegrin  and  metalloprotease),  también  nombrada  ADAM17,  podría 

presentar la actividad inducible de la α–secretasa (Peschon et al., 1998).  Por otro lado, 

la proteína ADAM10 muestra actividad de   α‐secretasa en el procesamiento de la PPA. 
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Así, la expresión de una forma dominante negativa de la ADAM10 es capaz de inhibir  la 

actividad  endógena  de  la  α‐secretasa, mientras  que  la  sobreexpresión  de  la  forma 

silvestre de la ADAM10, incrementa tanto la actividad constitutiva como la inducible de 

la  α‐secretasa  (Wen  et  al.,  1997). Algunos  estudios  sugieren que  la proteína ADAM9 

podría ser otra candidata con actividad de α–secretasa (Asai et al., 2003).  

Bajo  condiciones  metabólicas  normales,  alrededor  del  10%  de  la  PPA  no  es 

procesada por la α‐secretasa, entonces la PPA es internalizada por los compartimientos 

endocíticos y subsecuentemente procesada a través de la vía amiloidogénica (en la que 

participan β‐ y  la  γ‐secretasa). La proteína BACE  (β‐site PPA‐cleaving enzyme) ha sido 

identificada  como  la  proteína  que  posee  la  actividad  de  β‐secretasa;  BACE  es  una 

proteína que presenta homología con la familia de las pepsinas, proteasas de aspartato 

(Vassar et al., 1999). La proteína BACE‐1 tiene altos niveles de expresión en neuronas y 

parece ser  la principal enzima de  la vía amiloidogénica (Fluhrer et al., 2002). El uso de 

olígos antisentido dirigidos contra la proteína BACE‐1 reduce la generación de la Aβ en 

cultivos  celulares  (Vassar  et  al.,  1999;  Yan  et  al.,  1999).  Mientras  que  el  corte 

proteolítico  mediado  por  BACE‐1  ocurre  en  el  Asp‐1  del  dominio  de  la  Aβ, 

interesantemente,  la proteína homologa BACE‐2 posee un especificidad distinta en el 

procesamiento de  la PPA. Fluhrer  (2002) demostró que el corte proteolítico mediado 

por BACE‐2 ocurre en medio del dominio de la Aβ, entre las Phe 19 y 20.  

La actividad proteolítica de la otra secretasa involucrada en la vía amiloidogénica 

ocurre en la región transmembranal de la PPA. La γ‐secretasa es un complejo proteico 

integrado por: la presenilina (PS), la cual posee la actividad proteolítica del complejo; la 

nicastrina;  la Aph‐1; y  la Pen‐2 (Yu et al., 2000; Francis et al., 2002). La participación de 

estas  proteínas  en  el  complejo  es  crítica  para  su  función,  ya  que  cada  una  puede 

modificar su actividad y respuestas a estímulos fisiológicos (Parvathy et al., 1998).   La 

participación de la PS en la patogénesis de la EA se ha demostrado en la mayoría de los 

casos de EA familiar, con un claro componente genético (Price & Sisodia, 1998).  
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      Esq. 1 Participación de las distintas secretasas involucradas en el procesamiento 

      de la PPA para la generación de la Aβ.  

 

V.2  FOSFORILACIÓN DE LA PPA 

 

  Existe  evidencia  de  que  la  PPA  es  una  fosfoproteína,  que  posee  residuos 

fosforilables  tanto  en  la  región  citoplasmática  (Gandy  et  al.,  1988)  como  en  la 

extracelular/luminal  (Knops  et  al.,  1993).  Aunque  se  han  descrito  al menos  5  sitios 

citoplasmáticos de  fosforilación de  la APP,  la Thr668  (basándose  la numeración en  la 

isoforma PPA695), es un blanco exclusivo de células neuronales. A nivel  fisiológico,  la 

fosforilación  de  la  PPA  se  ha  reportado  en  neuronas  post‐mitóticas  diferenciadas, 

observándose  en  la  forma madura  de  la  PPA  (PPAm); mientras  que  en  células  en 

división, la fosforilación se presenta en las formas inmaduras de la PPA (PPAim) (Iijima 

et al., 2000; Suzuki et al., 1994).  La fosforilación de la Thr668 de la PPA es sustrato de 

diversas cinasas entre las que se encuentran la  CDK5 (Cinasa dependiente de ciclina 5) 

y  la GSK‐3β (cinasa de  la glucógeno sintasa‐3β) para  la PPAm, mientras que  las cinasa 

CDK1/CDC2 actúa sobre la PPAim en células en división (Iijima et al., 2000; Suzuki et al., 
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1994). Ante  estímulos  estresantes,  la  Thr668  de  la  PPA  puede  ser  fosforilada  por  la 

cinasa  JNK  (Cinasa  N‐terminal  de  c‐jun).  La  Thr668  se  encuentra  dentro  del motivo 
667VTPEER672,  cuya  función  es  estabilizar  una  estructura  de  α–hélice  en  la  región  C‐

terminal (Remelot et al., 2000), su fosforilación induce cambios conformacionales en la 

región  citoplasmática  de  la  PPA  modificando  su  interacción  con  la  proteína  Fe65, 

permitiéndo  la translocación nuclear   del dominio citoplásmico  intracelular de  la PPA, 

por lo que se postula la participación de esta vía en la activación genética en respuesta 

a estrés (Nakaya et al., 2006).  

El  papel  de  la  fosforilación  en  la  Thr668  de  la  PPA  es  controversial,  algunos 

reportes la han ligado con la generación de   Aβ (Ando et al., 2001; Lee HG et al., 2003; 

Akiyama  et  al.,  2005), mientras que otros  no  encuentran que  esta  fosforilación  esté 

relacionada con la producción de Aβ (Sano et al., 2006). 

 

V.3  CONDICIONES QUE PROPICIAN LA GENERACIÓN DE FRAGMENTOS AMILOIDOGÉNICOS. 

 

Existe evidencia de que diferentes  factores pueden  influir en  la producción de 

Aβ, y cuya presencia se ha documentado en  la EA. Entre estos destacan:  las especies 

reactivas de oxígeno (ERO) (Yankner, 1996); algunos metales, como el Cu2+, Fe2+ y Zn2+, 

los  cuales  pueden  interactuar  de  forma  directa  con  el  ARNm  y/o  la  proteína  PPA, 

además  de  ejercer  un  efecto  sobre  algunas  de  las  proteínas  involucradas  en  el 

procesamiento de  la misma  (Strausak et al., 2001); y  los niveles del AMPc  (Lee et al., 

1999).  En  este  sentido,  existen  algunos  estudios  epidemiológicos  en  donde  se  ha 

demostrado  que  situaciones  que  aumenten  de manera  crónica  la  concentración  de 

adrenalina  o  noradrenalina  favorecen  el  desarrollo  de  la  EA.  Sin  embargo,  hasta  el 

momento  se  desconocen  de  qué  manera  estos  factores  pueden  inducir  una 

sobreproducción de Aβ in vivo. Por lo tanto resulta fundamental para el conocimiento 

de la etiopatogenia de la EA, encontrar situaciones metabólicas que generen un exceso 

tanto en la producción de PPA  como en la generación de Aβ.    
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___________________   VI.   ESTRÉS OXIDANTE Y LA EA   ___________________ 

 

Otro  evento  clave  en  la  patología  del  la  AE  es  el  estrés  oxidante,  el  cual  se 

presenta de manara temprana (Nunomura et al., 2001). Este es capaz de  inducir daño 

nuclear, proteico y membranal, además de contribuir en la muerte celular (Perry et al., 

2000).  Las  neuronas  parecen  ser  particularmente  vulnerables  al  daño mediado  por 

radicales libres, entre las razones que podrían explicar esta susceptibilidad están: 1) su 

bajo  contenido  de  glutatión,  un  antioxidante  celular  (Cooper,  1997);  2)  la  alta 

proporción  de  ácidos  grasos  polinsaturados  de  la  membrana  neuronal  (Hazle  & 

Willianms.  1990);  y  3)  que  el metabolismo  cerebral  consume  alrededor  del  20%  del 

oxigeno corporal, con lo que se generan una enorme cantidad de especies reactivas de 

oxígeno (ERO) (Smith et al., 1995). 

La relación existente entre  la toxicidad de  la Aβ y el estrés oxidante parece ser 

crucial  en  la  enfermedad  al  ser  ambos  eventos  dependientes  de  la  edad  (Floyd  & 

Hensley,  2002)  cuyos  efectos  están  interelacionados,  como  lo  muestran  algunos 

modelos in vivo e in vitro (Harkany et al., 2000; Misonou et al., 2000; Paola et al., 2000). 

En este sentido, animales transgénicos que sobrexpresan la PPA con mutaciones, presentan 

una sobreproducción de ERO, la cual precede a la formación de placas amiloideas (Pratico 

et al.,   2001). Así mismo,  Frederikse (1996) encontró que el peróxido de hidrógeno (H2O2) 

incrementa la producción y acumulación de Aβ en el cristalino. 

Existen muchas evidencias más en este sentido, y es claro que el estrés oxidante 

juega un papel patológico  importante. En estudios realizados en pacientes con al EA y en 

modelos animales se ha encontrado que  la  inhibición del metabolismo energético    induce 

un  incremento en  la producción de ERO    (Smith  et  al.,  2000),  lo  cual exacerba  tanto  la 

toxicidad como un aumento en la generación Aβ. Esto es apoyado por un trabajo de Kaido 

(1996), quien reporto que pacientes muertos por padecimientos asociados con mutaciones 

del ADN mitocondrial, presentaban daño oxidante y  presencia de placas de Aβ. 

Estudios en cerebro de pacientes con la EA muestran un aumento en la producción 

de aldehídos  reactivos como  la acroleína, presente en  las marañas neurofibrilares, y el 4‐
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hidroxinonenal (4‐HNE) (Markesbery & Carney, 1999), lo que confirma un estado de estrés 

oxidante  generalizado.  Sinaptosomas  expuestos  a  la  Aβ  exhiben  un  aumento  en  la 

generación de 4‐HNE y otros marcadores de estrés oxidante (Subramaniam et al., 1997), y 

el  uso  de  compuestos  antioxidantes  es  capaz  de  inhibir  su  generación.  En  un  estudio 

reciente se encontró que el 4‐HNE es capaz de elevar la expresión de la proteína BACE1 y así 

aumentar la generación de Aβ (Tamagno et al., 2005).  

  Durante  el  envejecimiento  y  en  especial  en  la  EA,  un  factor  que    parece 

contribuir de manera  importante en el estado de estrés oxidante es la dishomeostasis 

de  iones  metálicos  en  el  cerebro.  Análisis  histológicos  realizados  en  cerebros  de 

pacientes con la EA revelaron una gran acumulación de metales (Zn2+, Fe2+ y Cu2) dentro 

y en torno a las regiones con placas seniles. Así mismo, en estas regiones se detectó un 

aumento en marcadores de daño oxidante (Smith et al., 1996). Dicho daño podría estar 

mediado por la generación de ERO,  producto de la interacción de estos metales con la 

Aβ (Sayre et al., 2000). 

 

Para revisión de este tema ir a la sección XV. Artículos Derivados del Proyecto de Investigación, 

en la página 65.  
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_________________  VII.   PLANTEAMIENTO DEL  PROBLEMA  _________________ 

 

La EA se caracteriza por una sobreproducción de Aβ, hasta el momento sólo se 

ha  podido  reproducir  su  acumulación  en modelos  transgénicos  que  sobre  expresan 

PPA con algunas de las mutaciones descritas en humanos, de la llamada forma familiar 

de  EA  (EAF).  En  este  sentido,  no  existe  evidencia  sobre  qué  factores  del  ambiente 

cerebral pueden alterar de manera significativa el metabolismo neuronal y modificar el 

procesamiento  de  la  PPA  silvestre  o  no mutada.  El  conocimiento  del  origen  de  la 

sobreproducción de Aβ es  relevante para entender parte de  la etiopatogenia de esta 

enfermedad neurodegenerativa que ocurre de manera esporádica en más del 95% de 

los casos.  

El propósito de este proyecto es estudiar factores celulares relacionados con la 

inducción  de  estrés  oxidante,  los  cuales  se  ven  alterados  en  el  transcurso  de  la 

enfermedad  (tales  como  el  aumento  de  ERO),  que  sean  capaces  de  promover  la 

producción de Aβ y estudiar el mecanismo de acción  involucrado en el procesamiento 

amiloidogénico de la PPA.  

  Ya que la mayoría de los estudios realizados hasta el momento se enfocan en el 

efecto de  las mutaciones de  la PPA  sobre  el  incremento  en  la producción de Aβ,  el 

conocimiento generado a partir de este  trabajo, servirá para entender como algunos 

factores  celulares  asociados  con  el  envejecimiento,  influyen  en  el  desequilibrio  del 

metabolismo  de  la PPA  humana  silvestre  e  inducen  la  formación  de Aβ  en  la  EA  de 

origen  esporádico.  Conociendo  el  mecanismo  de  acción  involucrado  en  la 

sobreproducción de  la Aβ, se podrán proponer y diseñar estrategias terapéuticas que 

controlen su acumulación. 
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_________________________ VIII.  HIPÓTESIS _________________________ 

   

       

  Bajo  condiciones  pro‐oxidantes,  se  propicia  el  metabolismo  de  la  proteína 

precursora  del  amiloide  humana,  hacia  la  ruta  amiloidogénica,  induciéndose  un 

incremento en la generación de Aβ. 

 

_________________________  IX.  OBJETIVOS  _________________________ 

 

• Estudiar  el  efecto  del  estrés  oxidante  sobre  el  contenido  de  PPA  y  de Aβ  en 

células de neuroblastoma humano (línea celular MSN). 

• Analizar el papel del H2O2, Fe2+ y Cu2+ como  reguladores del metabolismo de PPA en  la 

generación de Aβ. 

• Evaluar  la  expresión  de  las  enzimas  involucradas  en  la  vía  no  amiloidogénica 

(ADAM10 y TACE). 

• Estudiar  la  expresión  de  la  enzima  BACE  y  de  algunas  de  las  proteínas  que 

integran  el  complejo  de  la  γ‐secretasa  (Presenilina  y  Nicastrina),  las  cuales 

participan en el metabolismo amilodogénico de la PPA. 

• Determinar cambios en el estado de fosforilación de la PPA como resultado de la 

inducción de condiciones pro‐oxidantes,  los cuales participen  la generación de 

Aβ. 

• Estudiar la participación de la cinasa activada por estrés JNK en la generación de 

Aβ.   
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__________________________ X.  MÉTODOS __________________________ 

 

X.1 CULTIVO DE NEUROBLASTOMA HUMANO 

Los cultivos celulares de neuroblastoma humano MSN  (Reynolds et al.,  1986),  

se crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con aminoácidos no esenciales (1mM 

glutamina,  4.7mM  serina  y  3.8mM  asparagina)  y  suero  fetal  bovino  al  10%  v/v 

(inactivado previamente, al calentarlo  durante 1 hora a 60° C). Las células se sembraron 

a una densidad de  1 x  106  células por pozo y  se  incubaron a 37° C en una atmósfera 

húmeda al 95% O2/5% CO2. Tanto  las células diferenciadas como  las  indiferenciadas se 

sometieron a distintos tratamientos durante 4,   24 y/o 48 horas. En  la mayor parte de 

los experimentos, después de 24 hrs de cultivo, las células se diferenciaron a neuronas 

al  adicionarles    ácido  retinóico  10 μM  y NGF  50 ng/ml durante  5 días. Al  terminar  el 

periodo de diferenciación  el medio  se  remplazó por medio  fresco  y  las  neuronas  se 

incubaron en presencia de los distintos tratamientos. En otra serie de experimentos, las 

células MSN se expusieron al inhibidor de la cinasa JNK, SP600125 (5 μM, Calbiochem), 1 

h antes de agregar el H2O2 y FeCl2.    

 

X.2 EVALUACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR 

 

Ensayo de reducción del MTT 

  La   actividad mitocondrial se evaluó mediante una técnica colorimétrica, la cual 

cuantifica  la  actividad  óxido‐reductora  de  la  cadena  respiratoria  mitocondrial.  Esta 

técnica se basa en la cuantificación de las sales de formazán, un producto insoluble de 

color morado, generadas a partir de  la reducción del 3‐(3,5‐dimetiltiazol‐2‐il)‐2‐5‐difenil 

tetrazodio (MTT), por la acción de las deshidrogenasas mitocondriales en presencia de 

NADH (Mossman, 1983).  

Transcurrido el periodo de incubación de los distintos tratamientos, se agrega el 

MTT (2% v/v) para obtener una concentración final de 10mM, y se incuban durante una 

hora  más.  Posteriormente  se  retiró  el  medio  de  cultivo  y  se  agregaron  800μl  de 
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isopropanol ácido (una mezcla de 2‐isopropanol y HCl 1N) para así solubilizar  las sales 

de  formazán  generadas.  Las  muestras  se  leyeron  en  un  espectrofotómetro  a  una 

longitud de onda de 570 nm. Los valores mostrados  representan el promedio de 6‐8 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado ± error estándar (ES).  

 

Ensayo de exclusión de azul de tripano 

El  otro  método  usado  para  evaluar  la  viabilidad  celular  fue  el  ensayo  de 

exclusión  de  azul  de  tripano.  Después  de  24  hrs  de  tratamiento,  las  células  fueron 

cosechadas  en  buffer  de  Krebs.  Se  incubaron  volúmenes  iguales  (10 μl)  tanto  de  la 

solución de azul de tripano 0.4% (Gibco), así como del concentrado celular de cada uno 

de  los  distintos  tratamientos.  Las  células  capaces  de  excluir  el  azul  de  tripano  se 

consideraron como viables, dicha cuantificación se  realizó en un hemocitómetro. Los 

resultados se expresan como porcentajes en relación al control. Los valores mostrados 

representan  el  promedio  de  6‐8  experimentos  independientes  realizados  por 

cuadruplicado ± error estándar (ES).  

 

X.3 CUANTIFICACIÓN DE  ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) fueron determinadas por medio de un 

ensayo  fluorométrico  (Lee VM  et  al.,  2003),  el  cual  emplea  a  la dihidrorodamina  123 

(DHR) como un compuesto sensible al ataque de  las ERO (Sigma St. Louis MO, USA). 

Cuando  la  DHR  es  oxidada  por  el  H2O2  en  presencia  de  peroxidasas,  se  genera  el 

compuesto  fluorescente    rodamina  123  (Gomes et al., 2005). Las  células MSN  fueron 

tratadas  como  se  describió  previamente  para  entonces  ser  cosechadas.  De  cada 

condición experimental se tomaron alicuotas de 100 μl (alrededor de 1x105 células) y se 

centrifugaron  durante  5 min  a  1200  rpm.  Al  precipitado  se  le  agregaron  180  μl  de 

amortiguador conteniendo en mM: 140 NaCl, 5 KCl, 0.8 MgSO4, 1.8  CaCl2, 5 glucosa y 15 

HEPES,  así  como  20 μl de DHR  1 μM  y  se  incubó durante  2min  a  37°C.  . El producto 

fluorescente rodamina 123 fue cuantificado espectrofotométricamente a una  longitud 

de de onda de  505 nm.  Los  resultados  se expresan  como porcentajes en  relación  al 
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control.  Los  valores  mostrados  representan  el  promedio  de  6  experimentos 

independientes realizados por duplicado ± error estándar (ES). 

 

X.4 EVALUACIÓN DE LA SECRECIÓN DE Aβ42 POR ENSAYO DE ELISA  

Los niveles de Aβ42 se determinaron mediante el uso de un kit específico para la 

detección  de  dicha  forma,  de  acuerdo  a  las  recomendaciones  especificadas  en  el 

manual  (BioSourses  International,  USA).  Después  de  los  tratamientos,  previamente 

descritos, el medio de  cultivo de  las  células MSN  se  recolectó  y  las muestras  fueron 

analizadas por  el  ensayo de  ELISA.  La  concentración de Aβ42  fue  cuantificada  en  un 

lector de densidades ópticas a una longitud de onda de at 450 nm (BioRad Microplate 

Reader  Model  550).  Los  resultados  se  expresan  como  porcentajes  en  relación  al 

control.  Los  valores  mostrados  representan  el  promedio  de  4  experimentos 

independientes realizados por duplicado ± error estándar (ES). 

 

X.5 ELECTROFORESIS E INMUNOBLOT 

 

Electroforesis 

Transcurrido el periodo de  tratamiento,  las  células de neuroblastoma MSN  se 

cosecharon usando un buffer de lisis  (tris‐HCL 50mM pH 7.5, NaCl 150mM, Nonidet P40 

1%,  desoxicolato  0.5%,  cocktel  de  inhibidores  de  proteasas  (Completetm,  Boehringer 

Mannheim). Las muestras se sometieron a 3 ciclos de sonicado. Cada ciclo consistió de 

15 segundos de descargas a 40 kHz y 2 min de reposo, esto se realizó en hielo (4º C). 

Una  vez  sonicadas  las muestras  se  centrifugaron  a  14000  rpm  durante  75 min.  La 

cuantificación  de  la  concentración  de  proteína  en  el  sobrenadante  se  realizó  por  el 

método  de  Lowry modificado  (Lowry,  1951).  Posteriormente  se  cargaron  25  μg  de 

proteína  total,  por  condición,  disuelta  en  un  buffer  de  muestra  en  condiciones 

reductoras  con  2‐β‐mercaptoetanol,  azul  de  bromofenol  0.05%  y  SDS  (10%  p/v).  Las 

muestras se hirvieron durante 8 min a 95°C. Se utilizó gel al 10% acrilamida‐SDS, el cual 
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se corrió a corriente constante, a 25 mA, en un buffer de corrida (tris‐base, glicina y SDS 

pH 8.3). 

 

Electrotransferencia 

  El gel se lavó en PBS durante 5 min y posteriormente se equilibró en el buffer de 

transferencia (25mM tris‐base, 192mM glicina, metanol 20%) durante 5 min al igual que 

la  membrana  de  transferencia  (Hybond  ECL  Nitrocellulose,  Amersham  Pharmacia 

Biotech, IL). La transferencia se llevó a cabo en un sistema de cámara húmeda durante 

8‐16 horas a 250 mA.  

 

Inmunoblots 

Posterior  a  la  transferencia,  la membrana  de  nitrocelulosa  se  bloqueó  a  4°C 

durante  toda  la  noche  con  una  solución  PBS‐leche  descremada  al  5%.  Entonces  la 

membrana  se  incubó  a 4°C  toda  la noche  con  los  anticuerpos primarios:    anticuerpo 

monoclonal  anti‐Alzheimer  Precursor  Protein  A4  (22C11)  (1:500,  Chemicon 

International),  policlonal  anti‐Alzheimer    A4  (I‐17):  sc‐7497  (1:500,  Santa  Cruz 

Biotechnology,  Inc.)  para  la  detección  del  sPPAα,  policlonal  anti‐ADAM10  (1:500, 

Chemicon International), policlonal anti‐TACE/ADAM17 (1:500, Chemicon International), 

monoclonal  anti‐BACE  (1:500,  Chemicon  International), monoclonal  anti‐Presenilina‐1 

(1:500, Chemicon International), policlonal anti‐Nicastrina (N‐19): sc‐14369 (1:500, Santa 

Cruz  Biotechnology,  Inc.),  policlonal  anti‐Fosfo‐PPA(Thr668)  (1:500,  Cell  Signaling)  y 

monoclonal anti‐α‐tubulina (1:500, Sigma‐Aldrich, St Louis, MO). Después de 3  lavados 

de 5 min con PBS/albúmina 5%/tween 20 0.1%, la membrana se incubó durante una hora 

a  temperatura  ambiente  con  un  anticuerpo  secundario  conjugado  con  peroxidasa: 

cabra  anti‐ratón  IgG  (1:10,000  Zymed),  cabra  anti‐conejo  IgG  (1:15,000  Santa  Cruz, 

Biotechonology,  Inc.)  y  pollo  anti‐cabra  IgG  (1:15,000  Chemicon  International)  La 

membrana  se  lavó  (3  veces/5min)  para  ser  revelada  por  un  método  de 

quimioluminiscencia  con  el  reactivo  ECL  (Amersham  Pharmacia  Biotech,  Arlington 

Heights,  IL).  La detección  se  realizó por medio de  un  film Kodak X‐Omat.  El  control 
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negativo se obtuvo por la omisión del anticuerpo primario. El análisis densitométrico de 

los inmunoblots se realizó por medio del software NIH 1.38x ImageJ. Los resultados se 

expresan  en  unidades  arbitrarias  de  densidad  óptica  (UDO).  Los  valores mostrados 

representan el promedio de 6‐8 experimentos independientes ± error estándar (ES).  

 

X.6 IMMUNOHISTOQUÍMICA E INMUNOFLUORESCENCIA 

Las células MSN fueron cultivadas sobre cubreobjetos. Al concluir  los distintos 

tratamientos,  se hicieron 2  lavados en PBS  frío durante 5 min,  tras  lo cual,  se  fijaron 

durante 5 minutos en metanol (previamente enfriado a ‐20°C) y nuevamente se lavaron 

(2  veces/5  min  en  PBS  frío).  Las  células  se  permeabilizaron  con  una  solución  de 

PBS/Tritón  X‐100  0.3%/H2O2  0.3%  durante  10  min  a  temperatura  ambiente  y 

posteriormente se incubó toda la noche en solución de bloqueó (PBS/2% normal horse 

serum).   Entonces  las  células  se  incubaron por  24 hrs  con  los  anticuerpos primarios: 

monoclonal  anti‐Alzheimer  Precursor  Protein  PPA643‐95  (1:500,  Chemicon 

International),  policlonal  cabra  anti‐Alzheimer    A4  (I‐17):  sc‐7497  (1:500,  Santa  Cruz 

Biotechnology,  Inc.), policlonal conejo anti‐ADAM10  (1:500, Chemicon  International) y 

monoclonal anti‐BACE (1:500, Chemicon  International). Se hicieron 3  lavados de 5 min 

en  PBS  frio  e  inmediatamente  después  las  células  se  incubaron  durante  2  hrs  a 

temperatura  ambiente  con  un  anticuerpo  secundario  biotinilado:  anti‐ratón  IgG 

(1:10,000  Vector  Laboratories,  Burlingame,  CA),  anti‐conejo  IgG  (1:4000  Vector 

Laboratories,  Burlingame,  CA)  o  anti‐cabra  IgG  (1:4000  Vector  Laboratories, 

Burlingame, CA), y se  lavaron nuevamente  (3 veces/5 min en PBS  frío). Las células se 

trataron con el kit ABC‐biotinavidin peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA) y 

se  revelaron  con diaminobenzidina. El  control negativo  se obtuvo por  la omisión del 

anticuerpo primario.  

Para  los  experimentos  de  inmunofluorescencia,  las  células  fueron  incubadas 

durante 24 hrs. con el anticuerpo monoclonal ratón anti‐p‐JNK (Phosphorylated Thr‐183 

and Tyr‐185, 1:250) (Santa Cruz Biotechnology, Inc). Se utilizó un anticuerpo secundario 

conjugado de cabra TRITC‐ anti‐ratón  (1:250, Zymed Laboratories, San Francisco, CA). 
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Los núcleos fueron teñidos al  incubar las células de neuroblatoma MSN durante 5 min 

con DAPI (1 mg/ml). Las células se analizaron con un microscopio confocal (Zeiss, LSM 5 

Pascal, Axioplan 2), así como con un microscopio de epifluorescencia  (Ziess Axioscop 

40). El control negativo se obtuvo por la omisión del anticuerpo primario.  

 

X.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Las diferencias significativas se obtuvieron al analizar los datos con la prueba de 

t de  student de  forma no pareada y una ANOVA  seguida de una prueba de Scheffe. 

Todos los valores mostrados representan el promedio ± error estándar (ES).  
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________________________ XI.  RESULTADOS ________________________ 

 

Efecto  de  la  exposición  aguda  a  H2O2  y metales  sobre  el  contenido  de  PPA  en  células 

indiferenciadas. 

El  uso  de  cultivos  celulares  nos  permitió  estudiar  de manera más  detallada  y 

bajo  condiciones  controladas  el  metabolismo  de  la  PPA.  En  el  presente  trabajo 

utilizamos una  línea celular humana de neuroblastoma, MSN, con el  fin de evaluar el 

efecto del estrés oxidante sobre el contenido y regulación de la PPA silvestre. 

En  la  primer  serie  experimental,  que  se  presenta  en  la  figura  1,  células  de 

neuroblastoma MSN  no  diferenciadas  fueron  expuestas  durante  4  horas  a  distintos 

tratamientos, utilizando  las  siguientes concentraciones: cafeína  [5mM], H2O2  [50μM], 

FeCl2  [100μM  y  500μM]  y  CuCl2  [100μM  y  500μM].  Transcurrido  el  tiempo  de 

incubación, el medio de cultivo se cambió y 20 horas después se determinó la viabilidad 

celular por medio de la cuantificación del MTT reducido (Fig.1a). Los resultados en este 

sentido mostraron una disminución significativa en el porcentaje de reducción de MTT 

respecto a la condición control.  Los valores observados fueron los siguientes: 82.8% en 

el caso de los cultivos expuestos a cafeína; 71.5%  con H2O2; 85.9% y 74.1% en las células 

tratadas con FeCl2 a  las concentraciones de  100 y 500μM  respectivamente; y 68.4% a 

una  concentración  de  100μM  de  CuCl2  y  44.1%  con  500μM.  De  manera  general,  la 

morfología  celular  no  mostró  alteraciones  importantes,  excepto  en  los  cultivos 

expuestos a la concentración alta de CuCl2 [500μM]. 

A  partir  de  los  resultados  anteriores,  decidimos  evaluar  el  contenido  de  PPA 

tanto en la fracción citosólica como en la membranal, así como los niveles de Aβ en el 

medio  de  cultivo,  utilizando  las  siguientes  concentraciones:  cafeína  [5mM],  H2O2 

[50μM], FeCl2 [100μM] y CuCl2 [100μM]. Como se observa en la figura 1b, la exposición 

durante 4 horas,  indujo una disminución clara en  los niveles  totales de PPA  (110 y 90 

kDa)  en  los  cultivos  tratados  con  H2O2.  El  resto  de  los  tratamientos  no  produjeron 

cambios en el  contenido de PPA en  relación  con  las  condiciones  control. De manera 

interesante, la exposición a H2O2 generó un incremento en el contenido de PPA total en  
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Fig. 1 Efecto de la exposición aguda a condiciones pro oxidante sobre los niveles de PPA en células de 
neuroblastoma humano no diferenciadas. (a) Reducción de MTT en cultivos de células MSN expuestas 
durante 4 horas a distintos tratamientos: cafeína [5mM], H2O2 [50μM], FeCl2 [100 y 500μM] y CuCl2 [100 y 
500μM].  Los  datos  representan  el  porcentaje  en  relación  al  control  ±  ES  de  4  determinaciones 
independientes hechas por triplicado.  Control  * p < 0.05; ** p < 0.001.  Western blots representativos y 
análisis densitométrico que muestra los niveles de PPA y sPPAα tanto en la fracción citosólica (b) como 
en  la membranal  (c) de células MSN expuestas durante 4 horas a: cafeína  [5mM], H2O2  [50μM], FeCl2 
[100μM] y CuCl2  [100μM]. El análisis densitométrico  se expresa en unidades de densidad óptica sobre 
mm2 (uDO/mm2). Los datos representan el porcentaje en relación al control ± ES de 3 determinaciones 
independientes.  Control * p < 0.05 
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la  fracción membranal  (Fig.  1c).  Por  esta  técnica  (western‐blot),  el  Aβ  no  pudo  ser 

detectado en el medio de cultivo debido a los bajos niveles en su contenido, excepto en 

los cultivos expuestos a H2O2 (datos no mostrados). 

En la figura 2 se muestra la localización de PPA determinada a través de un análisis 

inmunohistoquímico. Las células MSN no diferenciadas,  tratadas bajo  las condiciones 

previamente descritas, presentaron de manera general, una distribución homogénea 

de la PPA a través de la célula. La inmunoreactividad para PPA al ser tratadas con H2O2 

(Fig. 2c) y CuCl2 (Fig. 2e) se encontró disminuida en comparación con las células control 

(Fig.  2a).  Interesantemente,  el  tratamiento  con  FeCl2  induce  cambios  morfológicos 

aunque el contenido de PPA aparentemente no se ve alterado (Fig. 2d).   

 

 

 
Fig. 2 Distribución de la PPA en células de neuroblastoma humano no diferenciadas. En las micrografías 
se muestra  la  inmunoreactividad  para  la  PPA  en  células MSN  después  de  4  horas  de  exposición  a 
distintos tratamientos: (a) control; (b) Cafeína 5mM; (c) H2O2 50μM; (d) FeCl2 100μM; y (e) CuCl2 100μM. 
Barra  de  escala  50 μm.  Se muestran  imágenes  representativas  de  4  determinaciones  independientes 
hechas por triplicado. 
 

 

En otra serie experimental, las células MSN se sometieron a tratamientos de 24 y 

48 horas. Las dosis utilizadas en las distintas condiciones fueron: cafeína [5 mM], H2O2 

[25μM y 10μM], FeCl2 [10μM] y CuCl2 [10μM]. Después de 24 hrs de incubación (Fig. 3a), 

oo    oo    

oo    
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se  observó  una  ligera  disminución  en  los  porcentajes  de  reducción  de MTT,  siendo 

significativos sólo en presencia de FeCl2 y cafeína  (92% y 88%  respectivamente). En el 

caso de  los cultivos  tratados durante 48 hrs  (Fig. 3b),  la  reducción de MTT no  se vio 

alterada de manera significativa, excepto en presencia de cafeína, donde el valor fue de 

58% en relación al control.   

Al  igual  que  en  los  experimentos  de  exposición  aguda,  decidimos  evaluar  el 

contenido total de  PPA en la fracción soluble en células MSN  tratadas durante 24 (Fig. 

3a) y 48 (Fig. 3b) horas.  Como se aprecia en la figura 3, el tratamiento con H2O2 indujo 

una  clara disminución en el  contenido de PPA. A diferencia de  lo observado  con  los 

tratamientos agudos,  la exposición a FeCl2    reduce  los niveles de PPA aunque en una 

proporción menor en comparación con el H2O2. Estos cambios en los niveles de PPA se 

observaron en ambos  tiempos de  incubación estudiados, aunque parecen no  ser  tan 

marcados en los cultivos expuestos durante 48 horas.      

 

 

Fig. 3 Contenido de PPA en células MSN indiferenciadas sometidas a tratamientos crónicos. Reducción 
de MTT y Western blots representativos de cultivos celulares expuestos durante 24 (a) y 48 (b)  horas a 
distintos  tratamientos:  cafeína  [5mM],  H2O2  [10  y  25μM],  FeCl2  [10μM]  y  CuCl2  [10μM].  Los  datos 
representan el porcentaje en relación al control ± ES de 4 determinaciones  independientes hechas por 
triplicado.  Control  * p < 0.05  
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Contenido de PPA en células de neuroblastoma MSN diferenciadas. 

Una  vez determinado el  efecto de  los  tratamientos  arriba descritos  sobre  los 

niveles de PPA en células indiferenciadas, decidimos evaluar si la exposición a cafeína [5 

mM], H2O2 [25μM y 10μM], FeCl2 [10μM] y CuCl2 [10μM]  durante 24 o 48 horas también 

inducía  alteraciones  en  los  niveles  de  PPA  en  células  MSN  diferenciadas.  En  este 

sentido, encontramos que de manera general el contenido de PPA en  los cultivos de 

células diferenciadas expuestas a estos tratamientos presentan cambios similares a los 

reportados  en la Fig. 3. Cabe señalar que los niveles totales de PPA son mayores en las 

células MSN después de  inducir su diferenciación (Fig. 4). A partir de estos resultados, 

en  las  siguientes  series  experimentales  decidimos  utilizar  células  diferenciadas 

incubadas  durante  24  hrs  con  concentraciones  subtóxicas  de  H2O2  [25μM]  y  FeCl2 

[10μM], al ser estas las condiciones en donde observamos los cambios más evidentes.    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  4  La  diferenciación  celular  induce  un  incremento  en  los  niveles  de  PPA.  Western  blots 
representativo  que  muestra  niveles  superiores  de  PPA  en  células  neuroblastoma  humano  MSN 
diferenciadas  al  compararlas  con  células  en  estado  indiferenciado.  Imágenes  representativas  de  3 
determinaciones independientes. 

 

 

 

El estrés oxidante reduce el contenido de PPA y de  sPPAα. 

Inicialmente analizamos  los efectos del H2O2 y FeCl2  sobre  los niveles de PPA, 

sPPAα  y Aβ en células MSN, así como su viabilidad y estado oxidante. El H2O2 (25 μM) y 

FeCl2  (10  μM)  indujeron  un  incremento  significativo  de  alrededor  de  50%  y  40% 

respectivamente,  en  la  producción  de  especies  reactivas  de  oxigeno  (Fig.  5d)  sin 
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detrimento  de  la  viabilidad  celular,  la  cual  disminuye  entre  un  15%  y  20% 

respectivamente  (Fig. 5c). En  la  figura 5 se muestra que  la presencia de agentes pro‐

oxidantes disminuyen de manera significativa  los niveles de de PPA total, así como  la 

forma secretada no amiloidogénica (sPPAα) como se observa por Western‐blot (Fig. 5a‐

b) e inmunohistoquímica (Fig. 5f‐h). Bajo estas condiciones, se presenta un incremento 

de  alrededor  del  30%  en  los  niveles  de  Aβ42  secretados  (Fig.  5e).  Estos  datos  nos 

sugieren que el estrés oxidante favorece el procesamiento amiloidogénico de la PPA.  

 

Los niveles de expresión de enzimas con actividad de α‐secretasa disminuyen después de 

la exposición a estrés oxidante. 

Con el fin de determinar si  la reducción observada en  los niveles de sPPAα y  la 

producción  de Aβ42  estaban  asociados  con  un  cambio  diferencial  inducido  por  ERO, 

sobre  la  expresión  de  la α‐secretasa,  decidimos  estudiar  los  niveles  celulares  de  las 

proteínas ADAM‐10 y TACE. Se ha reportado que estas enzimas poseen actividad de α‐

secretasa, siendo capaces de cortar a la PPA dentro del domino de la Aβ, impidiendo su 

generación  y  promoviendo  la  secreción  del  fragmento  sPPAα.  Bajo  las  distintas 

condiciones estudiadas, en  la  fracción celular se detectó dos bandas  inmunoreactivas 

para  la  ADAM‐10.  La  banda  superior  corresponde  a  la  pro‐enzima,  enzimáticamente 

inactiva  (con  un  peso  molecular  aparente  de  85  kDa);  mientras  que  la  inferior 

corresponde a  la forma metabólicamente activa de ADAM‐ 10 (con un peso molecular 

aparente de 68 kDa). En presencia FeCl2, se observa una  ligera reducción en  la forma 

metabólicamente activa (Fig. 6a). En tanto, una disminución en los niveles ADAM‐10 fue 

más evidente por inmunohistoquímica, al comparar las células control (Fig. 6d) con las 

expuestas a H2O2  (Fig. 6e) y FeCl2 (Fig. 6f) durante 24 hrs bajo las mismas condiciones, 

la  enzima  TACE  se  mostró  más  sensible  a  los  tratamientos  inductores  de  estrés 

oxidante,  presentándose  una  disminución    significativa  (~50%)  en  los  niveles  de 

proteína,  como  se observa  claramente en  la banda  inferior,  la  cual  corresponde  a  la 

forma madura de TACE, metabólicamente activa (Fig. 6b). Estos resultados demuestran  
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Fig. 5 Condiciones inductoras de estrés oxidante reducen los niveles de PPA y sPPAα concomitante a un 
incremento en  la  secreción de Aβ42 en células de neuroblastoma humano diferenciadas.  (a) Western 
blot representativo de  la PPA en células MSN  incubadas durante 24 hrs en presencia de: H2O2 [25μM] y 
FeCl2  [10 μM].  (b) Western  blot  representativo  de  la  sPPAα  secretada  al medio  de  cultivo.  En  (c)  se 
observa  la  viabilidad  celular,  evaluada  con  el  uso  de  la  prueba  de  exclusión  de  azul  de  tripano.  La 
generación de especies  reactivas de oxígeno como  resultado de  los distintos  tratamientos se muestra 
(d). Los niveles de Aβ42 secretados se determinaron por una prueba de ELISA (e). En las micrografías se 
muestra  la  inmunoreactividad  para    PPA  en  células MSN  bajo  condiciones  control  (f)  y  después  del 
tratamiento  con  H2O2  (g)  o  FeCl2  (h).  Barra  de  escala  50  μm.  Los  resultados  se  expresan  como 
porcentajes  en  relación  al  control.  Los  valores  mostrados  representan  el  promedio  de  6‐8 
determinaciones independientes realizadas por cuadruplicado ± error ES. Control  * p < 0.05 
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que el decremento en el contenido proteico de enzimas con actividad de α‐secretasa es 

un  evento  asociado  a  un  estado  de  estrés  oxidante,  el  cual  puede  contribuir  a  una 

elevación en los niveles de Aβ42 secretados. 

 

 
Fig. 6 Los tratamientos inductores de estrés oxidante disminuyen los niveles de proteínas con actividad 
de  α–secretasa  involucradas  en  el  procesamiento  no  amilodogénico  de  la  PPA  en  células  MSN 
diferenciadas.  Western  blots  representativos  y  análisis  densitométrico  que  muestra  los  niveles  de 
ADAM10 (a), TACE (b) and α‐Tubulina (c), después de 24 hrs de tratamiento con: H2O2 [25μM] and FeCl2 
[10 μM]. La banda superior muestra a la forma inmadura, metabolicamente inactiva, de ADAM10 o TACE; 
en cada caso la banda inferior muestra la forma madura de las enzimas. En las micrografías se muestra la 
inmunoreactividad para  ADAM10  en células MSN bajo condiciones control (d) y después del tratamiento 
con  H2O2  (e)  o  FeCl2  (f).  Barra  de  escala  50  μm.  El  análisis  densitométrico  se  expresa  en  unidades 
arbitrarias  de  densidad  óptica  (UDO).  Los  valores  mostrados  representan  el  promedio  de  6 
determinaciones independientes realizadas por duplicado ± ES. Control  * p < 0.05 

 

El estrés oxidante regula positivamente la expresión de Presenilina 1 and BACE1. 

Una vez demostrada la participación del estrés oxidante en la disminución de los 

niveles proteicos de  las enzimas  involucradas en el procesamiento no amiloidogénico 
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de  la PPA, decidimos examinar el efecto de  las  condiciones pro‐oxidantes  sobre dos 

elementos del complejo de la γ‐secretasa: presenilina 1, que posee la actividad catalítica 

del complejo y nicastrina,  la cual participa en  la estabilización de  la γ‐secretasa. En  la 

Fig.  7  se muestra  que  los  niveles  de  nicastrina  (tanto  la  forma  inmadura  como  la 

madura,  con un peso molecular de  alrededor de  140  y  130  kDa  respectivamente) no 

presentan cambios en presencia de H2O2 o FeCl2 (Fig. 7a). Por otro lado, los niveles de la 

presenilina  1    muestran  un  incremento  significativo  al  ser  expuestas  a  las  mismas 

condiciones inductoras de estrés (Fig. 7b). 

 

 
Fig.  7  Efectos  de  tratamientos  inductores  de  estrés  oxidante  sobre  los  niveles  de  proteínas 
pertenecientes al complejo de la γ‐secretasa involucrado en el procesamiento amilodogénico de la PPA. 
Westerns  blots  representativos  y  análisis  densitométrico  que  muestra  los  niveles  de  nicastrina  (a), 
Presenilin1 (b) y α‐Tubulina (c), después de 24 hrs de tratamiento con: H2O2 [25μM] and FeCl2 [10 μM]. La 
banda superior (marcada con el rombo negro) indica la forma inmadura de la Nicastrina, mientras que la 
banda inferior muestra la forma su activa. El análisis densitométrico se expresa en unidades arbitrarias de 
densidad  óptica  (UDO).  Los  valores  mostrados  representan  el  promedio  de  6  determinaciones 
independientes realizadas por duplicado ± ES. Control  * p < 0.05 
 

Debido a que BACE1 es  la enzima  limitante en  la generación de Aβ, decidimos 

determinar si   el estrés oxidante también es capaz de  incrementar  los niveles de esta 

enzima. Células MSN diferenciadas fueron expuestas a ambos estímulos pro‐oxidantes 

durante 24 hrs, como consecuencia, se observó un incremento de alrededor del 30% en 

la expresión de BACE1  (Fig. 8a). Al  realizar una  inmunohistoquímica,  se observó este 
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mismo efecto al comparar el contenido de BACE1 en células control (Fig. 8c) respecto a 

células MSN expuestas a H2O2  (Fig. 8d) y FeCl2 (Fig. 8e). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  8  Los  niveles  de  β‐secretase,  enzima  limitante  en  la  generación  de  Aβ,  se  incrementan  bajo 
condiciones de estrés oxidante. Westerns blots representativos y análisis densitométrico que muestra 
los niveles de BACE1 (a) y α‐Tubulina (b), después de 24 hrs de tratamiento con: H2O2 [25μM] and FeCl2 
[10  μM].    En  las  micrografías  se  muestra  la  inmunoreactividad  para  BACE1  en  células  MSN  bajo 
condiciones control  (c) y después del  tratamiento  con H2O2  (d) o FeCl2  (e). Barra de escala 50 μm. El 
análisis  densitométrico  se  expresa  en  unidades  arbitrarias  de  densidad  óptica  (UDO).  Los  valores 
mostrados representan el promedio de 6 determinaciones independientes realizadas por duplicado ± ES. 
Control  * p < 0.05  
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La  fosforilación de  la Thr668 de  la PPA mediado por  la cinasa  JNK está asociada con  su 

procesamiento a través de la vía amiloidogénica.  

Tras demostrar que el estrés oxidante promueve un aumento en  los niveles de 

proteínas  involucradas en  la vía amiloidogénica, quisimos averiguar cuál podría ser el 

mecanismo que  liga  al  estrés oxidante  con  el procesamiento exacerbado de  la PPA. 

Aunque   existe controversia acerca del papel que  juega  la  fosforilación de  la Thr668 

(pThr68) de la PPA en el procesamiento   amiloidogénico, encontramos un  incremento  

de este fosfoepitopo  después de exponer células diferenciadas MSN durante 24 hrs a 

H2O2 o FeCl2. En este sentido, demostramos la aparición de formas fosforiladas tanto de 

PPA, así como del fragmento proteolíticos C99 (Fig. 9a), concomitante a una reducción 

del contenido total de PPA (Fig. 9c). Esto sugiere que BACE1 estaría actuando sobre el 

sitio‐β en la PPA, produciendo un aumento en el contenido de la forma fosforilada de la 

Thr668‐C99  (Fig. 9a).   En este sentido, se ha  reportado  (Kimberly et al., 2005) que  la 

aparición  del  fosfoepítopo  pThr668  bajo  condiciones  de  estrés  oxidante  depende 

principalmente  de  la  activación  de  la  cinasa  JNK.  En  otra  serie  de  experimentos, 

probamos el efecto del inhibidor selectivo de JNK, SP600125,  sobre la fosforilación de 

la Thr668 y el procesamiento de la PPA. Como se puede observar, las células expuestas 

a  H2O2  o  FeCl2  e  incubadas  con  el  inhibidor  SP600125,  no muestran  cambios  en  la 

inmunoreactividad  para  el  fosfoepítopo  pThr668  (Fig.  9b).  Así  mismo,    los  niveles 

totales de PPA no se encuentran alterados a pesar de estar expuestas a un ambiente 

pro‐oxidante  (Fig. 9d). Finalmente, apoyándonos en estudios de  inmunofluorescencia 

evaluamos la activación de la cinasa JNK. En células expuestas a H2O2 y FeCl2 (Fig. 10b y 

10c  respectivamente)  se  observó  un  incremento  en  la  señal  de  JNK  fosforilada  (su 

forma  activa),  así  como  su  acumulación  nuclear  (Fig.  10e  y  10f  respectivamente)  en 

relación  a  las  condiciones  control  (Fig.  10a  y  10d).  Estos  resultados  sustentan  la 

participación de JNK en la fosforilación de la Thr668 de la PPA producto de la inducción 

de un estado de estrés oxidante.   
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Fig. 9 Participación de JNK en  la fosforilación de  la Thr668 de  la PPA. Westerns blots representativos 
que muestran  la expresión de  las  formas  fosforiladas de PPA  y   el  fragmento C99   en ausencia  (a) o 
presencia  (b)  del  inhibidor  de  JNK,  SP600125  [5μM].  Análisis  densitométrico  y  Westerns  blots 
representativos de  los niveles  totales de PPA   en ausencia  (c) o presencia  (d) de SP600125. El análisis 
densitométrico  se  expresa  en  unidades  arbitrarias  de  densidad  óptica  (UDO).  Los  valores mostrados 
representan el promedio de 4 determinaciones independientes realizadas por duplicado ± ES. Control  * 
p < 0.05  
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Fig. 10 La exposición de células MSN a H2O2 y FeCl2 induce un aumento en los niveles de la forma activa 
de JNK, así como su relocalización celular. (a y d) Células control muestran inmunoreactividad moderada 
para  la  fosfo‐JNK,  la  cual  se  localiza  en  el  soma  y  los  procesos  celulares  principalmente.  (b  y  e) 
Tratamiento con  H2O2 [25μM] y (c y f) FeCl2 [10μM] inducen una intensa inmunoreactividad en el núcleo 
y soma. En rojo se aprecia la distribución de la fosfo‐JNK y en azul se muestra el núcleo teñido con DAPI. 
Micrografías representativas de 3 experimentos realizados por cuadruplicado. Barra de escala = 20 μm 
(a–c) y 50 μm (d–f). 
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___________________________ XII. DISCUSIÓN ___________________________ 

 

En  este  trabajo  demostramos  que  durante  la  exposición  a  condiciones  pro‐

oxidantes  (H2O2  o  FeCl2)  las  células  de  neuroblastoma  humano  presentan  una 

modulación  diferencial  de  las  principales  enzimas  proteolíticas  involucradas  en  el 

procesamiento  de  la  PPA.  Es  relevante  que  en  nuestro modelo,  el  cual  expresa  de 

manera normal  la PPA silvestre humana, se observó un aumento en  la generación de 

Aβ42, como resultado de un decremento en la expresión de enzimas con actividad de α‐

secretasa  (encargada  del  procesamiento  no  amiliodigénico)  y  un  incremento  en  la 

expresión de BACE1 y presenilina (involucradas en el procesamiento amiloidogénico). 

La  importancia del estrés oxidante en  la patogenia de  la enfermedad ha  sido 

ampliamente  sustentada  con  evidencia  experimental  en  pacientes  con  EA, 

encontrando  una  relación  entre  la  extensión  del  daño  cerebral  y  la  presencia  de 

marcadores oxidantes. En algunos de estos estudios se demostró un incremento en la 

oxidación de ácidos nucléicos, proteínas  y  lípidos en el  cerebro de pacientes  con EA 

(Behl & Moosmann, 2002; Butterfield, 2002) así como concentraciones elevadas de Fe 

(III) y Cu (II) dentro de  las placas seniles. La presencia de estos metales promueven  la 

agregación  del  Aβ,  además  de  potenciar  el  estrés  oxidante  mediado  por  metales 

asociado a  la  formación misma de  las placas  seniles  (Huang et al.,  1999; Smith et al., 

1997). Otros estudios han detectado un incremento en el contenido de productos de la 

oxidación  lipídica, como  lo son  los  isoprostanos, en plasma y cerebro de paciente con 

EA, así como en ratones transgénicos que sobre expresan una forma mutada de la PPA 

humana (Praticò et al., 2000, 2001; Montine et al., 2005).   Por otro  lado,  linfoblastos y 

fibroblastos  de  pacientes  con  EA  familiar  presentan  un  aumento  en  los  niveles  de 

malondialdehído (MDA) y 4‐hidroxi 2‐nonenal (Cecchi et al., 2002).   

Actualmente se ha establecido que condiciones pro‐oxidantes pueden regular el 

procesamiento de  la PPA, a  través de  la modulación de  la expresión y  la actividad  la 

enzima BACE1  (Tong et al. 2005; Tamagno et al., 2005, 2008a; Shen et al., 2008) y  la 

actividad  de  la  γ‐secretasa  (Tamango  et  al.,  2008a).  En  este  trabajo  ampliamos  
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resultados  previos  y  demostramos  que  concomitantemente  al  incremento  del 

procesamiento amiloidogénico de la PPA, existe una diminución en  la participación de 

la vía no amiloidogénica, a  través de un decremento en  la expresión de enzimas con 

actividad  de  α‐secretasa.  El  procesamiento  no  amiloidogénico,  mediado  por  la  α‐

secretasa, previene la formación de Aβ; contrariamente, una reducción en su actividad 

podría causar un incremento en la producción de Aβ. Como se mencionó previamente, 

ADAM10 parece ser  responsable de  la actividad constitutiva así como de  la  inducible, 

mientras que TACE presenta actividad de α‐secretasa inducible (Buxbaum et al., 1998). 

En el presente estudio demostramos que bajo condiciones de estrés oxidante, la forma 

madura  (enzimáticamente  activa) de  TACE    exhibe  una  importante  reducción  en  los 

niveles  proteicos  asociado  con  el  decremento  de  los  niveles    de  la  sPPAα.  En  este 

contexto,  ha  sido  reportado  recientemente  que  células  de  neuroblastoma  que 

presentan un  ligero  incremento en  los niveles de TACE muestran un efecto robusto al 

disminuir  los niveles   en  los niveles de Aβ  (Tachida et al., 2008). Por otro  lado, se ha 

reportado que la actividad de α‐secretasa aumente en células neuronales expuestas al 

compuesto antioxidante miricetina  (Shimmyo et al., 2008). Tomando en conjunto  las 

evidencias  anteriores  y  los  hallazgos  que  presentamos,  podemos  concluir  que  los 

cambios  observados  en  el  presente  trabajo podrían  ser  suficientes  para  disminuir  el 

procesamiento no amiloidogénico de  la PPA, esto último apoyado por  la reducción en 

los  niveles  del  fragmento  neurotrófico  sPPAα  (producto  del  metabolismo  no 

amiloidogénico, ver Esq. 2). 

Las condiciones pro‐oxidantes usadas en el presente estudio, también  inducen 

una regulación positiva de la γ‐secretasa, como lo muestran el incremente significativo 

en  los  niveles  de  la  proteína  presenilina  1,  la  cual  posee  la  actividad  catalítica  del 

complejo  γ‐secretasa,  mientras  que  los  niveles  de  nicastrina,  cuyo  papel  es  la 

estabilización de dicho complejo, no se ven alterados bajo estas condiciones. En este 

sentido, evidencia previa muestra que el estrés oxidante regula de manera positiva  la 

actividad de  la  γ‐secretasa  (Tamagno  et  al.,  2008a; Shen  et  al.,  2008), pero nuestros 

datos  demuestran  específicamente,  que  la  presenilina1  podría  estar  particularmente 
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involucrada en dicho efecto, bajo condiciones pro‐oxidantes. Por otro lado, la proteína 

BACE1, con altos niveles de expresión en neuronas, parece ser  la principal enzima con 

actividad  de  β‐secretasa  y  el  paso  limitante  en  la  producción  de Aβ.  Siguiendo  esta 

secuencia,  la  acción  de  la  β‐secretasa  sobre  la  PPA  conduce  a  la  generación  del 

fragmento  proteolítico  C99,  el  cual  es  procesado  posteriormente  por  la  γ‐secretasa 

concluyendo  con  la  generación  de Aβ  (ver  Esq.  2). Hasta  este momento,  no  se  han 

detectado mutaciones en la proteína BACE en los casos de tipo familiar de la EA (Cruts 

et al., 2001; Nicolaou et al., 2001), sin embargo, han sido  reportados aumentos en  los 

niveles de expresión de BACE1 en  la corteza de paciente con  la EA de tipo esporádico 

(Holsinger et al., 2002; Yang et al., 2003). Los mecanismos implicados en esta elevación 

de los niveles de BACE en algunos casos de EA de tipo esporádico se desconocen hasta 

el momento.  En  diversos  trabajos  se  ha  examinado  el  papel  de  vías  activadas  por  

estrés sobre la elevación de BACE (Tong et al., 2005; Tamagno et al., 2005, 2008a).  En 

concordancia con estos  reportes, nosotros observamos un  incremento en  los niveles 

de  BACE1  como  lo  revelan  los  estudios  por  western‐blot  e  inmunohistiquímica. 

Adicionalmente,  a  partir  del  estudio  de  la  presencia  de  fosfoepítopo  Thr668, 

observamos  una  acumulación  del  fragmento  fosforilado  C99,  el  cual  indica  un  gran 

procesamiento de la PPA principalmente dirigido por BACE1.  

El principal sitio de fosforilación de  la PPA es  la Thr668,  localizada en  la región 

citoplasmática. De manera fisiológica, la fosforilación de la PPA en la Thr668 se observa 

en neurona en división, así como en células bajo estrés. Concomitante a  la regulación 

diferencial de  los niveles proteicos de  las distintas secretasas, nosotros encontramos 

evidencias  de  que  el  aumento  en  la  fosforilación  de  la  Trh668  esta mediada  por  la 

cinasa JNK durante  la exposición a un estado de estrés oxidante, y esta  fosforilación 

podría  participar  en  el  corte  endoproteolítico  de  la  PPA  mediado  por  BACE1.  La 

inhibición farmacológica de la cinasa JNK bloquea la fosforilación de la Thr668, además 

de  revertir  la  reducción en  los niveles de PPA y sPPAα. Estos  resultados sustentan  la 

participación  de  la  cinasa  JNK  en  la  generación  de  Aβ  mediada  por  la  via 

amiloidogénica.   Aunque existe controversia en este punto, ya que ciertas evidencias 
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ligan la fosforilación en la Thr668 de la PPA  con los niveles de Aβ (Ando et al., 2001; Lee 

HG  et  al.,  2003;  Akiyama  et  al.,  2005),  otros  reportes  no  encuentran  que  esta 

fosforilación este mecanísticamente ligada a la producción de Aβ (Sano et al., 2006). En 

este sentido, Shin et al. (2007) propusieron  la probable existencia de dos alternativas 

en el procesamiento de la PPA, una dependiente de la fosforilación de la Thr668 y otra 

independiente de esta para  la generación de Aβ. Sin embargo, en el presente trabajo 

encontramos  una  gran  acumulación  del  fragmento  endoproteolítico  C99,  el  cual  se 

hallaba fosforilado en la Thr668.  El papel de este fragmento, generado por la acción de 

BACE1,  es  el  principal  responsable  del  procesamiento  pro‐amiloidogénico  de  la  PPA 

durante el estrés oxidante.   

 
 

 
 
 
Esq. 2 Representación de los distintos productos generados a partir del metabolismo de la PPA. La PPA 
es una glucoproteína transmembranal que puede ser procesada a través de dos vías: la amiloidogénica y 
la  no  amiloidogénica.  Bajo  condiciones metabólicas  normales  aproximadamente  el  90%  de  la  PPA  es 
procesada por  la vía no amiloidogénica, generándose el  fragmento sPPAα debido a  la acción de  la α‐
secretasa  en  la  membrana  celular  previniendo  así  la  formación  de  Aβ.  Alternativamente,  en  la  vía 
amiloidogénica, el Aβ es generada por el procesamiento secuencial de  la β‐ y  la γ‐secretasa,  las cuales 
producen las regiones N‐ y C‐terminal respectivamente. 
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En resumen,  los resultados del presente trabajo complementan otros reportes 

recientes  y  agregan  nuevos  datos  sobre  el  papel  del  estrés  oxidante  en  el 

procesamiento  amilodogénico  de  la  PPA  humana  silvestre  en  células  de 

neuroblastoma,  el  cual  desencadena  una  regulación  negativa  de  las  enzimas  con 

actividad  de  α‐secretasa,  así  como  una  regulación  positiva  de  la  γ‐secretasa  y  en 

particular de la β‐secretasa, dependientes de la activación de la cinasa JNK.  

En conjunto,  la evidencia experimental obtenida en el presente trabajo sugiere 

fuertemente  la  posibilidad  de  utilizar  estrategias  farmacológicas  encaminadas  a 

contrarrestar  la  actividad  bien  sea  de  la  β‐secretasa,  la  enzima  limitante  en  la 

generación de Aβ o de la actividad de JNK (ver Esq. 3). En este sentido algunos autores 

han  propuesto  la  inhibición  de  la  cinasa  JNK  como  un  blanco  farmacológico  en  el 

tratamiento de algunas enfermedades.  Incluso el uso del  inhibidor SP600125, que  fue 

utilizado  por  nosotros  en  el  presente  trabajo,  se  ha  reportado  con  éxito  en  el 

tratamiento de artritis reumatoide en modelos animales (Han et al., 2001). De manera 

específica  la  inhibición  de  la  cinasa  JNK3,  se  ha  propuesto  en  el  tratamiento  de 

enfermedades neurodegenerativas como  la enfermedad de Alzheimer y Parkinson, así 

como  en  la  prevención  de  la  muerte    neuronal  en  casos  de  infartos  cerebrales 

(Bogoyevitch et. al., 2004).   

 

 
Esq. 3 Posibles blancos para el control 
de la amiloidosis en la EA. Condiciones 
pro‐oxidantes  propician  la  generación 
de  Aβ  a  través  de  la  modulación 
diferencial de las enzimas  involucradas 
en el procesamiento de la PPA. En este 
contexto,  los  compuestos  capaces  de 
aumentar  los  niveles  de  enzimas  con 
actividad de α‐secretasa son de  interés 
en el  tratamiento de  la EA. También  la 
intervención  farmacológica  sobre 
blancos  como  la  proteína  BACE  o  la 
cinasa  JNK,  usado  en  este  trabajo 
(SP600125),  podrían  ser  de  utilidad 
terapéutica. 
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Aunque  inicialmente  analizamos  un  número  mayor  condiciones  capaces  de 

influir en  la producción de Aβ,  tales  como  la  cafeína y el Cu2+ y  cuya presencia  se ha 

documentado en  la EA  (Lee RK et al.,  1999; Strausak et al., 2001), en nuestro modelo 

parecieran no alterar de manera significativa el metabolismo de la PPA. Sin embargo, se 

sabe que otras condiciones del metabolismo alterado en las células de neuroblastoma 

humano como  la dishomeostasis del calcio  interno podrían también ejercer un efecto 

similar  al  del  estrés  oxidante  alterando  el  metabolismo  de  la  PPA.  Aunque  no 

exploramos más esta posibilidad en  los cultivos celulares sometidos a diferenciación, 

los  experimentos  con  cafeína  merecerían  un  estudio  más  profundo  con  el  fin  de 

corroborar estos resultados, usando ya sean rianodina o agonistas adrenérgicos con el 

fin de  tener efectos más específicos. Esto, debido a que  la concentración de cafeína 

utilizada (5mM) se sabe que activa al receptor de rianodina e induce una liberación de 

calcio de pozas internas además de inhibir la acción de la fosfodiesterasa, lo cual podría 

permitir una elevación en  los niveles de AMPc  (Lee RK et al.,    1999). En este sentido, 

existen algunos reportes epidemiológicos los cuales indican que situaciones capaces de 

aumentar de manera crónica la concentración de adrenalina o noradrenalina favorecen 

el desarrollo de la EA. 

Con  respecto  al  Cu2+,  aunque  no  detectamos  cambios  importantes  en  el 

metabolismo de la PPA, se ha reportado altas concentraciones de éste metal dentro de 

las  placas  seniles,  siendo  capaz  de  interactuar  con  el  Aβ,  al  igual  que  el  Fe2+, 

promoviendo su agregación y potenciando el estrés oxidante asociado a  la formación 

de placas amiloideas (Huang et al., 1999; Smith et al., 1997). También se ha propuesto a 

la PPA como un transportador específico de cobre el cual posee la capacidad reducirlo 

y permitir su utilización biológica (Ruiz et al., 1999). De esta manera aunque en nuestro 

modelo el Cu2+ no parece no alterar el metabolismo de  la PPA, podría participar en el 

proceso de  agregación del Aβ generado.  
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____________________  XIII.  CONCLUSIONES  GENERALES  ____________________ 

 

• La inducción de un estado de estrés oxidante, promovido por exposición a H2O2 

y  Fe2+  (determinado por un  aumento  en  la generación de  ERO)  fue  capaz de 

alterar  el  procesamiento  normal  de  la  PPA,  en  células  de  neuroblastoma 

humano MSN,  tanto  en  un  estado  indiferenciado  con  después  de  inducir  su 

diferenciación. 

 

• Bajo  estas  condiciones  se  observó  una  disminución  en  los  niveles  de  PPA  y 

sPPAα  concomitante con un incremento en la generación de Aβ42.   

 

• En nuestro modelo,  los  tratamientos pro‐oxidante  tienen un efecto diferencial 

sobre las enzimas que participan en el  metabolismo de la PPA.  

 
 

• Las exposición a H2O2 y Fe2+ disminuye  los niveles de proteínas con actividad de 

α‐secretasa  (ADAM10/TACE)  involucradas  en  el  procesamiento  no 

amilodogénico de la PPA.  

 

• El estrés oxidante regula positivamente la expresión de Presenilina 1 and BACE1, 

ambas  involucradas  en  la  generación  de  Aβ42,  a  través  del  procesamiento 

amiloidogénico.  

 
 

• La  fosforilación  del  residuo  de  Thr668  de  la  PPA  es  un  evento  central  en  la 

generación de Aβ, la cual está mediada por la cinasa JNK.  
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