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1. RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que se
manifiesta por pérdida neuronal y sinptica, con la presencia de placas neuriticas
constituidas por el péptido B-Amiloide (BA). Los péptidos del BA son derivados del
procesamiento amiloidogénico de la proteina precursora del amiloide (PPA o APP).
Las causas del metabolismo alterado de la APP y la deposicién del BA son
desconocidas hasta el momento, pero puede estar implicada la presencia de estrés
oxidante relacionado con la edad, la disminucién en el metabolismo energético y la
disrupcion de la homeostasis del calcio. Hay evidencia que sugiere que el estrés
oxidante pudiera alterar el procesamiento de esta proteina a diferentes niveles
promoviendo la produccion del BA. Ademas se ha observado que en células que son
sujeto de dafio oxidante, la treonina 668 de la APP se fosforila via la cinasa C-Jun
NH,-terminal (JNK). La EA esporadica tiene como principal factor de riesgo el
envejecimiento, el cual se asocia con un incremento en el estrés oxidante cerebral.
Hasta el momento no se conoce completamente la participacion de las especies
reactivas de oxigeno (ERO) y el sistema antioxidante glutation (GSH) en la
produccion de diversos marcadores de la EA. En el presente trabajo desarrollamos
un modelo de induccién de estrés oxidante por la deplecién de GSH in vivo en el
cerebro de la rata, con el fin de caracterizar los cambios en el procesamiento de la
APP en diferentes regiones cerebrales. Para esto se administré via
intracerebroventricular (i.c.v.) una dosis aguda de un inhibidor de la sintesis de GSH,
la L-butionina-[S,R]-sulfoxamina (BSO) (120 mg/mL, 10 pL/ rata) a ratas Wistar
macho. 24 h después de la inyeccion las ratas se decapitaron y se aislo el
hipocampo, la corteza y el cerebelo. Se aislé el homogenado total de cada region.
Se cuantificaron los niveles de GSH total, asi como la produccion de ERO vy
lipoperoxidacion. Finalmente se examinaron los niveles de APP y sus fragmentos,
asi como la APP y los fragmentos de la APP fosforilados en la treonina 668, por
medio de western blot. Este trabajo es el primer estudio que se realiza en un modelo
in vivo de deplecion del GSH con el fin de generar un estado de estrés oxidante e
identificar cambios en el procesamiento de la APP. Demostramos que, aunque al
depletar uno de los antioxidantes mas importantes en el cerebro, el GSH, los niveles
del APP total no se modificaron, existe una tendencia a disminuir la produccion del
fragmento sAPPa. Esto sugiere que la deplecion del GSH se asocia con una
disminucion del procesamiento no amiloidogénico de la APP. Por otro lado se
observd un incremento en fosforilacion de la treonina 668 de la APP y de los
fragmentos proteoliticos de ésta, lo que se ha asociado con la produccion de BA.
Esta fosforilacion podria depender de la activacion de JNK promoviendo la
amiloidogénesis. En conclusion, nuestros datos sugieren que el estrés oxidante
debido a la deplecion del GSH promueve el procesamiento de la APP hacia la via
amiloidogénica.



2. ABREVIATURAS

ABAD = alcohol deshidrogenasa unida al péptido B-Amiloide
AICD = Dominio intracelular de la proteina precursora del amiloide
APOE = Apolipoproteina E

APP o PPA = Proteina precursora del amiloide
APPim = APP inmadura

APPm = APP madura

BA = péptido B-Amiloide

sAPPao = Fragmento soluble APP«

SAPPp = Fragmento soluble APPf

BACE1 = Enzima procesadora del sitio  de la APP 1
BSA = Albumina de suero bovino

BSO = L-butionina-[S,R]-sulfoxamina

C83 = Fragmento C-terminal de 83 aminoéacidos
C89= Fragmento C-terminal de 89 aminoéacidos
C99= Fragmento C-terminal de 99 aminoé&cidos
CTF = Fragmentos C-terminal

COX =Citocromo c oxidasa

Cys = Cisteina

CysGly = Cisteinilglicina

DHR = Dihidrorodamina-123

EA = Enfermedad de Alzheimer

EAACL1 = Acarreador de aminoacidos excitatorio 1
ERN = Especies reactivas de nitrégeno

ERO = Especies reactivas de oxigeno

fBA = Forma fibrilar del péptido B Amiloide

GCL = Glutamato-cisteina ligasa

Glu = Glutamato

vGIluCys = y-glutamilcisteina

Gly = Glicina

GPx = Glutation peroxidasa

GR = Glutation reductasa

GS = Glutatién sintetasa



GSH = Glutation

GSSG = Glutation disulfuro

GST = Glutation-S-transferasa

yGT = y-glutamil transpeptidasa

HNE = 4-hidroxi-2-nonenal

H,0O, = Peréxido de hidrogeno

I.c.v. = intracerebroventricular

IDE = Enzima degradadora de insulina

JNK = Cinasa c-Jun NH,-terminal

LRP =Receptor relacionada a lipoproteina de baja densidad
Met35 = Metionina 35

MDA = Malondialdehido

NAC = N-acetilcisteina

NO = Oxido nitrico

3-NT = 3-nitrotirosina

O," = ion superoéxido

OH’ = radical hidroxilo

80OHG = 8-hidroxi-2-deoxiguanina

ONOQO'" = ion peroxinitrito

OPT = O-ftaldialdehido

PBS = Amortiguador de fosfatos

PET = Tomografia de emision de positrones
PGA = Productos de la glucosilacion avanzada
PHF = filamentos helicoidales apareados

PS1 = Presenilina 1

PS2 = Presenilina 2

R" = Radicales

ROOH = Peroxidos

SOD = Superoxido dismutasa

TACE = Factor de necrosis tumoral o convertido en enzima
TBS = Tris salino amortiguado

TBA = Acido tiobarbiturico

Thr668 = Treonina 668

X = Compuesto que puede formar conjugados con el GSH



3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades de la Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad del Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia, siendo
ésta entre el 50-60% de todos los casos (Blennow et al., 2006). Se estima que afecta
cerca de 30 millones de individuos a nivel mundial (Mdller et al., 2008) y para el 2040
afectara a mas de 80 millones (Ferri et al., 2005). En México, hay méas de 350,000
personas que presentan la enfermedad y mueren por ella anualmente 2,030

pacientes (www.innn.salud.gob.mx). No hay una causa conocida que provoque la

enfermedad y tampoco se conoce cura para ésta. Actualmente los farmacos
aprobados para la EA solo disminuyen los sintomas por un tiempo pero no alteran la

progresion general de la enfermedad (Rauk, 2008).

Clinicamente, la EA estd caracterizada por un deterioro progresivo cognitivo
incluyendo la pérdida de la memoria, el raciocinio y el lenguaje (Lindeboon y
Weinstein, 2004). Se han descrito en estudios post-mortem los marcadores
histopatoldgicos de la enfermedad que incluyen la presencia intraparenquimatosa de
placas amiloideas (placas seniles o neuriticas) y marafias neurofibrilares
intracelulares (Golde, 2003; Tanzi y Bertram, 2005), localizadas en estructuras de
I6bulo temporal medial y areas corticales del cerebro, junto con la degeneracion de

neuronas y sinapsis (Blennow et al., 2006).

La mayoria de los casos de la EA son esporadicos y de establecimiento tardio,
cuyas causas se atribuyen a diferentes factores. Desde el punto de vista genético, la
EA es una enfermedad heterogénea con ambas formas, familiar o esporadica. La EA
familiar, representa menos del 1% del total de los casos, se debe a una herencia
dominante autosomal con inicio antes de los 65 aflos de edad, ocasionado por
mutaciones en el gen de la proteina precursora del amiloide (PPA o sus siglas en
ingles APP) en el cromosoma 21 (Goate et al., 1991), y menos frecuentemente,
mutaciones en la presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y la presenilina 2 (PS2) en
el cromosoma 1 (Levy-Lahad et al., 1995; Sherrington et al., 1995). Mientras estas
formas son raras con una prevalencia menor al 1% (Harvey et al., 2003), algunos

genes como el alelo €4 de la apolipoproteina E (APOE) operan como el mayor factor


http://www.innn.salud.gob.mx/

de riesgo genético en el EA esporadica y modifica la edad de la aparicion de la
enfermedad (Meyer et al., 1995; Raber et al., 2004).

Todas las mutaciones y los factores de riesgo estan asociados con la produccion
anormal o la eliminacion de un péptido, el péptido B-Amiloide (BA), el cual es mayor
componente de las placas seniles que son diagnosticadas en la EA. Ademas, la
hipotesis de la cascada amiloidea lo postula como el primer agente causal de la EA
(Hardy y Selkoe, 2002; Rauk, 2008). De acuerdo con esta hipodtesis, un evento
importante en la patogénesis de la enfermedad es el desbalance entre la produccion
y la eliminacién del BA en el cerebro: el incremento en la produccion del BA en la EA
familiar y el incremento y/o decremento en la eliminacion del BA en la EA
esporadica. Los oligdmeros del BA pueden inhibir directamente la potenciacion a
largo plazo y causar dafio en la funcidn sinaptica, ademas de producir inflamacion y
favorecer el estrés oxidante causado por la agregacion y la deposicion del BA. La
patologia de Tau con la formacion de marafias es considerada un evento también
central en la patogénesis que correlaciona mas directamente con el dafio cognitivo y
la muerte neuronal. Todo esto finalmente lleva a la pérdida sinaptica, la

degeneracion neuronal y la demencia (Hardy y Selkoe, 2002).

3.1.1. Marcadores histopatoldgicos

Las placas seniles, también llamadas placas neuriticas, son depdsitos extracelulares
de fibrillas y agregados amorfos de BA, rodeados por terminales presinapticas
degenaradas junto con astrocitos y células de microglia (Morgan et al., 2004; Weiner
y Frenkel, 2006). La densidad del centro de cada placa se ha relacionado con el
estadio de formacion de ésta, y van desde placas recién formadas con un centro

muy difuso, hasta las placas terminales con un centro denso (Vickers et al., 2000).

Se ha encontrado que las fibrillas del péptido BA no son las unicas formas
neurotoxicas, sino que estas también se ensamblan en formas solubles: las
protofibrillas que forman estructuras curvilineas de 4-11 nm en diametro y menos de
200 nm de longitud. In vitro, estas causan estrés oxidante que desacopla los
transportadores idnicos y de glucosa en la membrana celular, y la desestabilizacién
de la homeostasis celular del calcio. Las protofibrillas también causan cambios



electrofisioldgicos lo que eventualmente conduce a la disfuncion neuronal (Klein et
al., 2001). Sin embargo, en trabajos recientes se han identificado que las formas
solubles diméricas y triméricas del BA son las especies responsables de los déficits
sinapticos caracteristicos de la EA (Shankar et al., 2007; Shankar et al., 2008). Los
dimeros del BA se han extraido de cerebros de pacientes con la EA pero no de
cerebros de pacientes con otras formas de demencia que no estan relacionadas con
la produccion del BA. El término “soluble” se refiere a cualquier forma del péptido BA
gue es soluble en un amortiguador acuoso y permanece en solucion después de
centrifugacion a alta velocidad, indicando que no son fibrillas insolubles. Los
agregados varian desde dimeros hasta 24-meros, o incluso aquellos con una masa

molecular mas grande, se han reportado como oligémeros del BA (Glabe, 2008).

Las placas difusas son estructuras amorfas, que no poseen un centro denso de BA
pero por medio de anticuerpos se ha determinado que éste se encuentra presente y
tal vez en un estadio temprano de agregacion (Dickson, 1997). Ambos tipos de
placas pueden presentarse en cerebros de personas viejas sin que necesariamente

se presente demencia.

Las marafias neurofibrilares son agregados intracelulares insolubles en neuronas
formadas por la proteina asociada a microtibulos llamada Tau, que exhibe
hiperfosforilacion y modificaciones oxidativas. Tau es una proteina de citoesqueleto
neuronal que se une a microttbulos, promoviendo su union y estabilidad (Weiner et
al, 2006). Se ha demostrado que una variedad de cinasas son capaces de fosforilar
a Tau in vitro en varios residuos de serina-treonina. No obstante, no esta claro como
una 0 mas cinasas son las responsables de iniciar la hiperfosforilacion de Tau in
vivo, que lleva a la aparente disociacion de los microtubulos y a la agregacién en

filamentos helicoidales apareados (PHF).

Las dos lesiones clasicas de la EA, placas seniles y marafias neurofibrilares, pueden
ocurrir independientemente una de otra. Se han visto depdsitos del BA en cerebros
de humanos adultos cognitivamente normales en virtual ausencia de marafas
neurofibrilares (Selkoe, 2001).



3.1.2. El péptido B-Amiloide y metabolismo de la proteina precursora del
amiloide

El BA es un péptido de 4 kDa, derivado del procesamiento proteolitico de la APP por
efecto de las enzimas - y y-secretasa. El sitio del corte de la y-secretasa no es
preciso y el largo de los péptidos del BA varia de 39 a 43 aminoacidos. Los mas
abundantes son el BA (1-40) y el BA (1-42), en una proporcion de alrededor de 10:1.
El BA (1-42), es significativamente el mas neurotoxico y el mayor componente de las
placas seniles (Rauk, 2008). La concentracion total del BA distribuido en cerebros
con la EA es de alrededor de 31 pg/g comparado con 2 ug/g en cerebros de
pacientes de la misma edad que no presentan la enfermedad (Cherny et al., 1999).
Aungue el BA es predominantemente producido en la membrana y llevado al espacio
extracelular donde se deposita formando placas seniles que son caracteristicas de la
EA, también se produce en membranas dentro de las neuronas y es llevado al
citoplasma (LaFerla et al., 2007). Bajo condiciones normales, el BA es degradado
por peptidasas como la que degrada insulina (IDE), la neprilisina y la convertidora de
endotelina. El BA también es eliminado desde el cerebro en un proceso balanceado

por su eflujo, mediado por la lipoproteina de baja densidad relacionada.

La secuencia del BA(1-42) es (Rauk, 2008):

1 5 10 15
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln

16 20 25 30

Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala
31 35 40 42
Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala

Los primeros 16 residuos son altamente hidrofilicos. Los residuos de His13 e His14,
forman un sitio de union a Cu(ll) (Rauk, 2008). La region central, BA (12-23), se
identifico como el sitio de autoreconocimiento para la formaciéon de dimeros y
oligbmeros (Tjernberg et al., 1996). Esta region es también el sitio de reconocimiento
para el colesterol (Yao et al., 2002). ElI BA también se une con enzimas de alta
afinidad, pero en la region BA (31-35) (Milton et al., 2001).



El papel principal del BA como mediador de la EA se deriva del hecho que se
acumula en el cerebro durante muchos afos antes de que la enfermedad sea
evidente (Hardy y Selkoe, 2002).

La APP es miembro de las proteinas transmembranales de tipo | que se encuentra
en el cromosoma 21 (Tanzi et al., 1987). Esta localizada en la membrana plasmatica,
la red trans-Golgi, reticulo endopldsmico y membranas endosomal, lisosomal y
mitocondrial (Sakono y Zaco, 2010). Se han identificado mas de 25 mutaciones en
el gen de la APP como causa de Alzheimer familiar (Goate et al., 1991) y la
amiloidosis cerebrovascular hereditaria (Levy et al., 1990). A pesar de que las
mutaciones en APP son raramente encontradas en pacientes que presentan la EA
de tipo esporadica, son, no obstante, importantes porque proveen evidencia
sustancial y temprana de que la APP y el BA desempefian un papel importante en la

patogénesis de la enfermedad (Thinakaran y Koo, 2008).

Se sabe que la APP es una proteina que se deriva de los 3 miembros de una
pequefia familia de genes, que incluye APLP1 y APLP2, que codifican para una
proteina con un largo dominio extracelular N-terminal, un dominio sencillo en la
membrana y una pequefia region citoplasméatica C-terminal. Notablemente, solo la
APP contiene la secuencia que codifica para el dominio BA (Selkoe et al., 2003;
Thinakaran y Koo, 2008).

La APP tiene principalmente 3 isoformas de 695, 751 y 770 aminodacidos. En
neuronas, la APP695 es la forma expresada predominantemente y esta sujeta a N-y
O-glucosilacién en el dominio extracelular/luminal. Las otras 2 isoformas se expresan
principalmente en células no neuronales, especialmente en células gliales en el
cerebro. La APP N-glucosilada esta localizada en el reticulo endoplasmico y Golgi,
esta forma se considera la forma APP inmadura (APPim), y no es sujeto de
procesamiento por las secretasas (Tomita et al., 1998). La APP N-glucosilada es
posteriormente llevada dentro del aparato de Golgi y es sujeto de O-glucosilacion,
esta forma es designada como APP madura (APPm). Después, ambas APPm llegan
a la red trans-Golgi y entran en la via secretoria tardia, donde son sujetos del
procesamiento de la a- y B-secretasa en la membrana extracelular/luminal (Small y
Gandy, 2006).



La APP puede ser procesada por dos vias: la via amiloidogénica y la via no

amiloidogénica.

La via no amiloidogénica implica la actividad de la a-secretasa, desintegrinas y
metaloproteasas como el factor de necrosis tumoral o convertido en enzima
(TACE/ADAM17) o ADAM10 (Buxbaum et al., 1998; Parvathy et al., 1998), que
corta en el sitio a-secretasa, localizado dentro del dominio BA entre Lys'® y Leu®’
(Allinson et al., 2003), genera un fragmento largo N- terminal soluble (sAPPa), que
se libera desde la célula y el fragmento C-terminal de 83 aminoacidos (CTF83 o
C83) permanece asociado a la membrana (Nixon, 2007); posteriormente C83 es
sustrato del complejo y-secretasa produciendo el dominio intracelular de la APP
(AICD) y el fragmento p3 (Allinson et al., 2003) (Fig. 1). Cuando el APP sufre dicho
procesamiento, no se libera el péptido BA, y el fragmento generado no se agrega y

no tiene actividad amiloidogénica (Pastorino y Lu, 2006).

En la patologia de la EA, la produccion del péptido BA es resultado del
procesamiento amiloidogénico de la APP. Este involucra primero la actividad de la B-
secretasa y después de la y-secretasa, y requiere de la internalizacion de la APP
desde la membrana plasmatica hasta endosomas y lisosomas (Koo y Squazzo,
1994; Pérez et al.,, 1999). La B-secretasa, una aspartil proteasa integral de
membrana identificada como 3-site APP cleaving enzyme 1 (BACEL), corta a la APP
en el inicio de la secuencia del péptido BA, generando un fragmento extracelular
soluble llamado sAPPB y un fragmento intracelular C-terminal de 99 aminoé&cidos
(CTF99 o C99). Un segundo sitio de corte de BACEl esta localizado a 10
aminoacidos del C-terminal y genera un residuo llamado CTF89 o C89 (Muller et al.,
2008). Posteriormente la y-secretasa corta al C99 en el residuo 40-43 de la
secuencia del BA (Pastorino y Lu, 2006) (Fig. 1), produciendo mayoritariamente al
péptido de 40 aminoacidos y en pequefias cantidades el péptido de 42 aminoacidos
(Nixon, 2007). La y-secretasa es un complejo proteasa unido a la membrana, que
consiste de por lo menos cuatro componentes esenciales: presenilinas 1y 2 (PS1y
PS2), nicastrina, Pen2 y Aph-1 (St George-Hyslop, 2000).



Procesamiento de la proteina precursora del amiloide
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Figura 1. Procesamiento proteolitico de la APP en individuos sanos (sin demencia) y
en pacientes con la EA (Reddy y Beal, 2008).

La APP tiene ocho sitios potencialmente fosforilables en los 47 residuos de
aminoacidos de el dominio citoplasmatico, pero la fosforilacion en la treonina 668 o
Thr668 (APP695) aparentemente confiere el maximo de cambios conformacionales
(Ramelot y Nicholson, 2001), lo cual resulta en interacciones diferenciales con
proteinas de uniéon que pueden regular el trafico intracelular de APP y el
procesamiento amiloidogénico. En neuronas, Cdk5 y GSK3p fosforilan a la Thr668
en la APPm, mientras que la cdkl/cdc2 cinasa fosforila a la Thr668 de la APPim en
células en division (Suzuki et al., 1994). Cuando las células son sujeto de estrés la
cinasa c-Jun NHy-terminal (JNK), también fosforila a la Thr668 (Kimberly et al.,
2005). La fosforilacion de este residuo induce cambios conformaciones significativos,
afectando la interaccion con Fe65, una proteina adaptadora especifica (Ando et al.,
2001). La APP es fosforilada no solo en la APPm si no también en los fragmentos C-

APP Ap C)

CTFp(C99) =
CTFp’' (C89) =
CTFa(C83) @™

Figura 2. Fosforilacion de la Thr668 en la APP, en la region citoplasmatica indicada
por la letra P. Algunos CTF de APP son fosforilables en la Thr668 y detectados como
fosfopéptidos (pC99, pC89, pC83) (Suzuki y Nakaya, 2008).

terminal (Fig. 2).




Desde que la APP fue descubierta, se le han atribuido varias funciones, algunas
Unicas de ciertas isoformas, aunque su papel real todavia no es bien conocido. Es
suficiente decir que un ndmero de dominios funcionales han sido mapeados en
regiones extra e intracelulares de la APP. Estos incluyen unién a metales (cobre y
zinc), componentes de matriz extracelular (heparina, colagena y laminina), dominios
neurotroficos y de adhesion, ademas APP751 y 770 tienen un dominio inhibidor de
proteasas homoélogo al inhibidor de tipo Kunitz (Sinha et al., 1990). La APP es
constitutivamente liberada desde la células tras el procesamiento de la a-secretasa,
este descubrimiento indica que la APP tiene funciones autocrinas y paracrinas en la
regulacion del crecimiento (Thinakaran y Koo, 2008). Ademas se ha demostrado que
la APP estimula el crecimiento de neuritas desde una gran variedad de entornos.
Este fenotipo es compatible con la regulacion de la expresion de APP durante la
maduracion neuronal (Hung et al., 1992). El domino N-terminal de unién a heparina
de la APP también estimula el crecimiento de neuritas y promueve la sinaptogénesis
(Rossjohn, 1999). Algunos estudios han implicado el papel de los fragmentos
solubles de la APP en la regulacion de células madre. El fragmento sAPPf induce la

diferenciacion de células madre neurales en astrocitos (Kwak et al., 2006).

3.1.3. Factores que propician el metabolismo amiloidogénico del B-amiloide

Una anormalidad descrita que parece jugar un papel fundamental en la disfuncion y
muerte neuronal en la EA es el procesamiento proteolitico alterado de la APP, que
resulta en un incremento de la produccion y la acumulacién de la formas
neurotoéxicas del BA en el cerebro. En la EA familiar, las mutaciones en la APP son
responsables de incrementar la produccion del BA. Las mutaciones en los genes de
las PS1 y PS2 alteran la actividad de la y-secretasa, y mutaciones en la APP que
resultan en cambios en uno o dos aminoacidos dentro o inmediatamente adyacente
al BA aumentan su procesamiento por BACEL y y-secretasa (Mattson, 2004). Sin
embargo, las causas del metabolismo alterado de la APP en los casos de la EA
esporadica no se conocen hasta el momento, pero existe evidencia de que la
presencia de estrés oxidante relacionado con la edad, la disminucion en el
metabolismo energético y la disrupcién de la homeostasis del calcio, pueden estar
implicados (Mattson, 2004).
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La proteina de riesgo, implicada en la EA esporadica, la ApoE4, promueve la
produccion de BA a través una pronunciada estimulacién del reciclamiento de la APP
(Ye et al., 2005). La mayor cantidad de BA puede ser generado a través de la via
endosomal como APP madura reciclada (internalizada) desde la superficie celular
(Koo y Squazzo, 1994). Ademas la ApoE actlia como transportador del colesterol en

el cerebro y este incrementa la produccion de la BA afectando la actividad de la a-,

B- y y-secretasa (Bodovitz y Klein, 1996).

Debido a que muchos aspectos de la EA no se pueden explicar por la presencia de
la forma fibrilar del BA (fBA), la hipétesis de la cascada amiloidea fue modificada
para el BA oligomérico, mas que para la fBA en la patogénesis de la enfermedad.
Contrariamente la fBA es menos tdxica pero incrementa la expresion y la actividad

de BACEZ1, promoviendo la acumulacion del BA lo cual contribuiria en la toxicidad.

Los mecanismos por los cuales el metabolismo de la APP estéa regulado por el estrés
oxidante no se comprenden totalmente. Se ha sugerido que el estrés oxidante
procese a la APP a diferentes niveles. En estudios previos de nuestro laboratorio y
otros grupos han propuesto, en la aparicion tardia de la EA, que el estrés oxidante
activa a la B-secretasa (Reddy, 2006; Quiroz-Baez et al., 2009) e incrementa la
expresion de ésta (Chen et al., 2008). Se ha visto que la fosforilacion en la Thr668
facilita el procesamiento amiloidogénico y la secrecién del BA en neuronas (Lee et
al., 2003). En células de neuroblastoma, BACE1 se sobre-expresa por el mecanismo
gue involucra la activacion de JNK (Tamagno et al., 2005; 2008). También se ha
reportado la activacion de la y-secretasa dependiente de JNK en células de
neuroblastoma que expresan APP695myc bajo condiciones similares de estrés
(Shen et al., 2008).

En trabajos previos de nuestro laboratorio se indujo estrés oxidante por la adicion de
peréxido de hidrégeno (H.O;) a células de neuroblastoma humano y se observé una
reduccion significativa de APP y sAPPa, ademas de un incremento en BA, lo que
sugiere que el procesamiento amiloidogénico de APP aumenta en presencia de

especies reactivas de oxigeno (Quiroz-Baez et al., 2009).
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3.2. Estrés oxidante y la Enfermedad de Alzheimer

Bajo condiciones fisioldgicas, hay un balance entre los niveles de pro-oxidantes y
antioxidantes; sin embargo, ciertos factores ambientales, estresantes o patologicos
pueden causar un desbalance llevando al incremento de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrdgeno (ERN) (Sultana et al.,
2009). Este desbalance, entre ERO y antioxidantes, esta definido como estrés
oxidante, el cual lleva a un potencial dafio conocido como dafio oxidante. Las ERO
comprenden no solo los radicales libres derivados del oxigeno, sino también a los no
radicales derivados de la reduccion del oxigeno, y que ademas son muy reactivos,

como el H,0O, (Cardenas y Pedraza, 2006).

Entre los 6rganos, el cerebro es particularmente vulnerable al dafio oxidante debido
a la gran cantidad de oxigeno que utiliza, a la presencia de altos niveles de acidos
grasos polinsaturados y un nivel relativamente alto de iones metalicos de transicion
redox; ademas, el cerebro tiene niveles relativamente bajos de antioxidantes
(Butterfield et al., 2002). Uno de los mayores dafios del cerebro durante el
envejecimiento es el estrés oxidante, asociado a la falta de proteccion contra la
generacion celular de ERO y la disminucion de los sistemas antioxidantes en la

célula.

La acumulacion de productos enddgenos del estrés oxidante parece contribuir a
enfermedades crénicas del sistema nervioso central tales como Esclerosis Lateral
Amiotrofica, enfermedad de Huntington, Parkinson y EA. A pesar que no se ha
demostrado que el estrés oxidante es la causa de cada una de estas enfermedades,
la acumulacién de las ERO podrian participar por lo menos en el desarrollo y

sintomas de dichas enfermedades.

Algunas hipotesis han propuesto explicar la patogénesis de la EA incluyendo la
cascada amiloidea, excitoxicidad, estrés oxidante e inflamacion (Butterfield, 2002).
Existe evidencia que sugiere que el estrés oxidante tiene un papel clave en la

patofisiologia de la enfermedad (Cross et al., 1987; Markesbery, 1997).
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En cerebros de pacientes que presentan la EA se ha observado:

a)

b)

Incremento en los niveles de proteinas oxidadas, como proteinas carboniladas,
proteinas unidas al 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y 3-nitrotirosina (3-NT), éstas se
han identificado en hipocampo y el I6bulo parietal, pero no en cerebelo, donde
no se observan marcadores de la EA. Se ha observado un patron de proteinas
modificadas en cerebros que presentan la enfermedad sugiriendo una
correspondencia entre los depoésitos amiloideos, la formacion de marafias
neurofibrilares, acumulacion de microglia y oxidacion de tejidos (Hensley et al.,
1995). Ademas, en cerebros de pacientes con la EA se han identificado
proteinas oxidadas que participan en varias funciones como metabolismo
energeético, recaptura de glutamato, asimetria de los fosfolipidos, funcion
sinaptica, anormalidades neuriticas, amortiguadores de pH, control del ciclo
celular y alteraciones proteosomales (Butterfield et al., 2007, Sultana et al.,
2009).

Peroxidacién de lipidos. Estd catalogada por un numero de marcadores
incluyendo malondialdehido (MDA), acroleina y HNE. Estos productos de la
lipoperoxidacién son altamente reactivos y pueden unirse covalentemente a
proteinas formando aductos con residuos de cisteina, lisina, o histidina. La
acumulacion de HNE en membranas en respuesta a dafio oxidante involucra
actividades biolégicas como, inhibicibn de proteinas y sintesis de ADN,
estimulacién de fosfolipasas C y D, disrupcién de la homeostasis de Ca?*, dafio
membranal, activacion de vias de sefalizacibn de estrés y muerte celular
(Sultana et al., 2009). Algunos estudios han detectado un incremento en los
niveles de isoprostanos en plasma y en cerebros de pacientes con la EA
(Practico et al., 2001) asi como en los niveles de MDA y HNE en fibroblastos y
linfoblastos de pacientes con Alzheimer (Cecchi et al., 2002). El &cido
araquidonico y acido docosahexaenoico, son los acidos grasos mas abundantes
en la membrana, son el blanco mas vulnerable para el ataque de radicales libres
(Halliwell, 1992).

Oxidacién de &cidos nucleicos. El dafio oxidante en el ADN puede resultar en
rompimiento de hebras, union ADN-ADN, union ADN-proteina, e intercambio de
cromatina hermana y translocacion (Crawford et al., 2002). Ademas las bases de
ADN son también atacadas por productos de la lipoperoxidacion como HNE y

acroleina, que lleva a la formacion de aductos exociclicos, como 8-hidroxi-2-
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d)

deoxiguanina (80OHG) (Cook, 2003). En estudios previos se ha demostrado que
existe de un 30-70% de oxidacion en ARNm en la corteza frontal en pacientes
con la EA en comparacion con el 2% de oxidacion en cerebros de controles de la
misma edad (Shan y Lin, 2006). También se ha observado un incremento de
ARNr oxidado en el l6bulo parental inferior y, se ha reportado el aumento de
8OHG en el hipocampo y la neocorteza en cerebros con la EA, pero en cerebelo
no hay cambios significativos (Ding et al., 2006).

Elevadas concentraciones de fierro y cobre. La sobreacumulacion de hierro en el
hipocampo, corteza y nucleos basales de Meynert colocalizan con lesiones de la
EA. El hierro es causa importante del estrés oxidante en la enfermedad, éste
participa en la formacién del radical hidroxilo (OH") via reaccién de Fenton (Smith
et al., 1997). El cobre es otro metal que es importante para muchas enzimas en
el metabolismo del cerebro y ha sido implicado en la patogénesis de la
enfermedad. En pacientes con la EA, la homeostasis del cobre es interrumpido
causando estrés oxidante directa e indirectamente. La entrada de cobre al
cerebro es principalmente mediado por la ceruloplasmina, una proteina de union
gue juega un papel en la proteccién celular contra el estrés oxidante (Su et al.,
2008). Mientras la ceruloplasmina se incrementa en el tejido cerebral y liquido
cefalorraquideo en la EA (Loeffler et al., 1996), los niveles neuronales de
ceruloplasmina permanecen sin cambios. Por lo tanto, mientras el incremento de
la ceruloplasmina puede indicar una respuesta al aumento del estrés oxidante en
la EA, en caso contrario, en neuronas puede tener un papel importante en el
dafo catalizado por metales (Castellani et al., 1999). El BA y la APP tienen sitios
de unién de gran afinidad hacia el cobre. Se ha demostrado que el cobre induce
la agregacion del BA. Ambos tienen una gran actividad Cu-reductasa, generando
Cu* de Cu?'. Esta reaccién produce H,0,. El Cu* en presencia de oxigeno o
H.O, puede catalizar la formacién del OH’ via reaccién de Fenton, de esta forma
la APP o el BA asociado al Cu® pueden contribuir al elevado estrés oxidante
caracteristico en cerebros de pacientes con la EA (Smith et al., 1997, Valko et
al., 2007).

Incremento en los depodsitos de los productos de la glucosilacion avanzada
(PGA). Los PGA, una diversa clase de modificaciones postraduccionales, son
generados por reacciones no enzimaticas de azucares reductores con los grupos

amino de una proteina o aminoacidos. Estos, en presencia de metales de
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f)

g)

transicion pueden sufrir ciclacion redox con la consecuente produccion de ERO
(Harrington y Colaco, 1994). La acumulacién de los PGA en el cerebro es una
caracteristica del envejecimiento. Los PGA representan una fuente importante
de estrés oxidante en la EA (Smith et al., 1995). Los PGA colocalizan con
marafias neurofibrilares (Selkoe, 2001), y se ha propuesto que la glucosilacion
de Tau juega un papel en la estabilizacion de la agregacion de los PHF
conduciendo a la formacion de las marafas neurofibrilares (Ko et al., 1999).
Disminucion en el metabolismo energético y en el contenido del citocromo ¢
oxidasa (COX). La mitocondria es el centro de la produccién de las ERO.
Usando la tomografia por emision de positrones (PET) se ha demostrado la
disminucion del metabolismo cerebral en la EA (Minoshima et al., 1997). En las
mitocondrias dafiadas la produccién de ATP disminuye y la de ERO aumenta, y
no es coincidencia que la reduccién en la produccién de energia y el incremento
de estrés oxidante, como también cierto dafio mitocondrial, sean caracteristicas
de la EA. Los defectos mitocondriales mas consistentes en la EA son la
deficiencia en varias enzimas claves responsable del metabolismo oxidante
incluyendo el o-cetoglutarato deshidrogenasa y el complejo piruvato
deshidrogenasa, dos enzimas involucradas en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, y el COX, de la cadena transportadora de electrones (Gibson et
al., 1998). Ademas se observa dafio del ADN mitocondrial neuronal, y la
formacion de lisosomas derivados de la mitocondria y lipofuscina, que son
evidentes en casi todas las neuronas de cerebros de pacientes con EA (Zhu et
al., 2004). Mediciones morfométricas de diferentes tipos mitocondriales
(normales, parcialmente dafiadas y completamente dafiadas) confirman que las
neuronas en la EA presentan un porcentaje significativamente bajo de
mitocondrias normales y un alto porcentaje de mitocondrias completamente
dafadas (Hirai et al., 2001).

Induccion de estrés oxidante por el BA. Los mecanismos involucrados en la
neurotoxicidad mediada por el BA se desconocen, pero hay evidencia que
sugiere que el estrés oxidante juega un papel clave (Butterfield, 2002, Hardy y
Selkoe, 2002). En este sentido, en muchos estudios in vivo e in vitro se ha
demostrado que la agregacion del BA induce estrés oxidante, y que, por otro
lado el incremento de los radicales libres aumenta la produccién de BA (Harkany

et al.,, 2000). Esta curva probablemente juega un papel importante en la
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progresion de la EA debido a que el estrés oxidante durante el envejecimiento es
el factor de mayor riesgo en la enfermedad. La presencia de los metales de
transicion es un requisito para la agregacion del BA y la actividad pro-oxidante.
La toxicidad del BA parece ser mediada por la interaccion inmediata con los
metales de transicion para la generacion de ERO (Rottkamp et al., 2001). Otro
factor importante para la actividad pro-oxidante parece ser la presencia del
residuo de metionina en la posicién 35 (Met35). El Cu®" puede ser reducido,
provocando la oxidacion de la Met35 y produciendo la metionina sulfoxido, la
cual modula el estrés oxidante y las propiedades neurotdxicas del BA (Valko et
al., 2007).

La toxicidad del BA parece ser evidente in vitro, por el contrario estudios in vivo
muestran una correlacién negativa entre el estrés oxidante y la deposicion del BA,
indicando un papel antioxidante para el BA (Su et al.,, 2008). El 80OHG es un
marcador de dafio oxidante que se acumula rapidamente en el citoplasma neuronal
en la EA. Se ha observado que cuando hay un incremento de BA en la corteza de
pacientes con EA, hay un decremento de los niveles neuronales de 8OHG,

indicando que disminuye el dafo oxidante (Nunomura et al., 1999).

Existen otros mecanismos por los cuales se manifiesta la toxicidad del BA, que
incluyen: 1) formacién de poros en la membrana que causa una pérdida en la
homeostasis del calcio y el influjo de Ca** hacia las neuronas (Rensink et al., 2003).
Se ha demostrado que el fragmento BA (25-35) incrementa la permeabilidad del poro
de transiciébn mitocondrial y los oligémeros del BA completo parecen tener el mismo
efecto (Rauk, 2008). 2) La interaccion del BA con Tau, causa una rapida disociacion
de Tau en los microtubulos y lleva al colapso de la estructura axonal, primero el mal
funcionamiento de la sinapsa y finalmente la muerte neuronal (King et al., 2006). 3)
La ApoE se une al BA (1-40) soluble (presumiblemente la forma monomeérica) y
promueve la internalizacion dentro de las neuronas via proteina receptor relacionada
a lipoproteina de baja densidad (LRP) (Gylys et al., 2003). 4) EI BA se une y modifica
la funcion de la enzima alcohol deshidrogenasa unida al péptido BA (ABAD),
promoviendo disfuncién mitocondrial, incrementando la produccion de ERO y estrés
oxidante (Chen y Yan, 2007). El BA se une a la catalasa e inhibe su funcién de

descomposicion del H,O, (Milton et al., 2001).
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3.3. Sistemas antioxidantes cerebrales

La exposicion a radicales libres desde una gran variedad de fuentes han llevado al
organismo a desarrollar una serie de defensas contra el estrés oxidante inducido por

los radicales libres.

Comparado con otros oOrganos, el cerebro tiene algunas desventajas en la
generacion y destoxificacion de ERO. i) Las células de cerebro humano utilizan el
20% del oxigeno consumido por el cuerpo pero constituye solo el 2% del peso del
cuerpo (Clarke y Sokoloff, 1999) indicando la potencial generacion de ERO durante
la fosforilacion oxidativa en el cerebro. i) Se ha encontrado un alto contenido de
hierro en algunas areas del cerebro, las cuales pueden catalizar reacciones que
generen ERO. iii) El cerebro es rico en lipidos como &cidos grasos poliinsaturados,
blancos para lipoperoxidacion (Halliwell, 1992). iv) El cerebro solo tiene, de baja a
moderada, la actividad de la superdxido dismutasa (SOD), catalasa, y glutation

peroxidasa (GPx), comparada con el higado y rifion (Cooper, 1997).

El cerebro tiene un nivel relativamente alto de GPx comparado con la catalasa,
mientras que el higado tiene altos niveles de los dos (Maher, 2005). Ademas, la
pérdida de neuronas en cerebros adultos generalmente no puede ser compensada
por la generacion de nuevas neuronas. A pesar de lo anterior, el cerebro es capaz
de funcionar durante el tiempo de vida humana, indicando la presencia de un
efectivo sistema antioxidante. Es clara la evidencia de que el sistema glutation juega

un papel importante en la destoxificacién de ERO (Dringen et al., 2000).

La ceruloplasmina es una proteina de union al cobre que juega un papel en la
proteccion celular contra el estrés oxidante y como se mencioné antes regula la
entrada de cobre al cerebro. Especificamente, la ceruloplasmina es una proteina
clave en la regulacién del estado redox de hierro, convirtiendo Fe?" a la forma menos
reactiva Fe** (Su et al., 2008).

El residuo de la Met35 del BA también puede atrapar radicales libres (Soriani et al.,
1994) y reducir los metales de transicion hacia su forma de baja valencia pero de

gran actividad, mostrando ambas propiedades anti- y pro-oxidante. Se ha observado
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gue cuando se incrementa el BA en la corteza de pacientes con Alzheimer, hay un
decremento en los niveles neuronales de 80HG, un marcador de dafio oxidante
(Nunomura et al., 1999).

3.4 Metabolismo y funciones del glutatién en el cerebro

El tripéptido glutation (GSH; y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) es el tiol celular mas
abundante en células de mamifero y est4 presente en concentraciones mayores a
12 mM. En el cerebro la concentracién es de aproximadamente de 2-3 mM que es
mucho mas alto que en la sangre y liquido cefalorraquideo (Cooper, 1997) y menor
que en higado, rifién, bazo e intestino delgado (Commandeur et al., 1995). La
actividad especifica de las enzimas GPx y glutation reductasa (GR) son mas bajas
en el cerebro que en otros tejidos (Ushijima et al., 1986). La mayor cantidad de GSH
en una célula se encuentra en el citoplasma, que es el sitio de sintesis y la
mitocondria contiene entre el 5% - 15% del GSH celular (Meister, 1995). La

concentracion de GSH en los astrocitos del cerebro es mayor que en las neuronas.

El GSH ejerce sus funciones a través de varios mecanismos, teniendo importantes
funciones como antioxidante y siendo parte de la desintoxicacion xenobibtica.
Durante la desintoxicacion de las ERO, el GSH participa en dos tipos de reacciones:
el GSH reacciona no enzimaticamente con el i6n superéxido (O," ) (Saez et al.,
1990, Winterbourn et al., 1994), oxido nitrico (NO) (Clancy et al., 1994), OH" (Bains
y Shaw, 1997), y ion peroxinitrito (ONOQO") (Koppal et al., 1999) y es donador de
electrones para la reduccién de H,O, y otros peréxidos catalizados por la GPx
(Chance et al., 1979). Adicionalmente, no hay defensa enzimatica conocida contra el
OH’, haciendo al GSH el Unico compuesto capaz de atrapar este radical (Bains y
Shaw, 1997). ElI GSH sirve como cofactor esencial para numerosas enzimas,
reacciona con varios compuestos endégenos y xenobioticos mediante la glutation-S-
transferasa (GST) para formar disulfuros, que son transportados fuera de la célula.
(Commandeur et al.,, 1995). También sirve como almacenamiento y transporte de
cisteina (Cooper, 1997), es importante para la proliferacion y diferenciacion celular
(Poot et al., 1995), mantiene el potencial redox del tiol en células manteniendo los
grupos sulfhidrilicos de las proteinas en su forma reducida (Cotgreave y Gerdes,

1998), puede servir como neuromodulador /neurotransmisor (Janaky et al., 1999) y
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es capaz de regenerar la forma activa de los antioxidantes mas importantes,
vitamina C y E. Esta capacidad esta ligada al estado redox (GSSG/2GSH) (Pastore
et al., 2003).

La sintesis de GSH requiere de dos pasos enzimaticos que involucran ATP. La
glutamato-cisteina ligasa (GCL), también conocida como yGlutamilcisteina sintetasa,
cataliza el primer paso, que es limitante enzimatico, en la sintesis de GSH. La GCL
media la primera reaccion entre el glutamato y la cisteina para forma un dipéptido, y-
glutamilcisteina (yGluCys), el cual reacciona con la glicina, catalizada por la glutation
sintetasa (GS), para producir GSH. El GSH regula su propia sintesis por
retroalimentacion inhibiendo a la GCL. Por lo tanto, la sintesis celular y el consumo
del GSH esta balanceado (Dringen, 2000).

El sistema GSH es especialmente importante para la defensa celular contra las
ERO. ElI GSH reacciona directamente con radicales en reacciones no enzimaticas y
es donador de electrones en la reduccién de peroxidos catalizados por la GPx. El
producto de la oxidacion del GSH es glutation disulfuro (GSSG). El GSH es
regenerado del GSSG, dentro de las células, en una reaccién catalizada por la
flavoenzima GR. Esta enzima transfiere electrones del NADPH al GSSG,
regenerando el GSH (Fig. 3).

| e

|/
| (Gr o)
| “',. \

+H,0 | NADPH

L

* GSSG

Figura 3. Funciones del GSH como antioxidante. EI GSH reacciona no
enzimaticamente con radicales (R) y es donador de electrones para la reduccion de
peroxidos (ROOH) en la reaccidn catalizada por la GPx. El GSH es regenerado del
GSSG por la GR que usa al NADPH como cofactor (Dringen et al., 2000).

Durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR, el GSH no se consume, pero
si se recicla. En contraste, durante la generacion de glutation-S-conjugados por la
GST o por la liberacién del GSH desde las células, el nivel total de GSH baja. El

GSH extracelular y el GSH conjugado son sustratos para la ectoenzima y-glutamil
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transpeptidasa (yGT). Esta enzima cataliza la transferencia del y-glutamil del GSH o
a GSH conjugado en un aceptor molecular, por lo tanto genera el dipéptido
cisteinilglicina (CysGly) o el conjugado CysGly, respectivamente. El CysGly puede
ser hidrolizado por ectopeptidasas a cisteina y glicina, que subsecuentemente
pueden servir como sustratos para la sintesis de GSH celular (Dringen, 2000) (Fig.
4).

Glu + Cys <— Cys
(=) =
- @ CysGly yglutamyl-X

yYGluCys + Gly +«— Gly

N | GSH | \ GSH-X

Figura 4. Metabolismo del glutatién. La sintesis del GSH requiere de 3 aminoacidos
(glutamato, cisteina y glicina) y dos pasos enzimaticos que utilizan ATP. En neuronas, la
toma de glutamato/cisteina es mediado por EAAC1. GCL cataliza el primer paso
enzimatico limitante en la sintesis de GSH. El GSH regula su propia sintesis inhibiendo
la GCL. Abreviaciones: Glu: glutamato, Cys: cisteina, Gly: glicina, yGluCys: y-
glutamilcisteina, CysGly: Cisteinilglicina, GSSG: glutation disulfuro, X: compuesto que
puede formar conjugados con el GSH, GCL: glutamato-cisteina ligasa, GS: Glutation
sintetasa, GPx: glutation peroxidasa, GR: Glutatibn reductasa, GST: glutation-S-
transferasa, yGT: y-glutamil transpeptidasa (Aoyama et al., 2008).

La cisteina es sustrato limitante para la sintesis de GSH neuronal, las neuronas son
capaces de usar donadores de cisteina CysGly, la yGluCys y la N-acetilcisteina
(NAC) como precursores para el GSH, pero dependen principalmente de la cisteina
de los astrocitos para la sintesis de GSH (Dringen et al. 1999). Casi toda la
captacion de la cisteina estd mediada por el transportador de aminoacidos
excitadores dependiente de sodio, conocido como acarreador de aminoacidos
excitador 1 (EAAC1). La funcién de EAACL1 esta regulada por el transportador de
glutamina asociado a proteinas. En el sistema nervioso central, los astrocitos pueden

exportar aproximadamente el 10% de su GSH intracelular en 1 h y continuamente
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resintetizar GSH desde una variedad de dipéptidos que sirven como precursores.
Las neuronas utilizan cisteina pero no cistina para la sintesis de GSH, mientras que

la células glia utilizan ambas (Aoyama et al., 2008).

El estrés oxidante juega un papel importante en enfermedades neurodegenerativas
asociadas con el envejecimiento. Este es un factor critico que puede modificar la
homeostasis del GSH, y de hecho se ha reportado su disminucion durante el
envejecimiento en el cerebro (Maher, 2005). La deplecion del GSH puede aumentar
el estrés oxidante y puede favorecer la degeneracion neuronal. En estudios previos,
se explord el mecanismo por el cual la disminucién del GSH estd asociada con el
envejecimiento. Se encontrdé que la actividad de la GCL disminuye con la edad en
tejidos de ratas viejas, en donde se observd una disminucién en el contenido de
GSH. Ademas se observdO que las actividades de la GCL y la GS eran
significativamente bajas en células sanguineas en pacientes con la EA, sugiriendo
que la deplecién del GSH puede contribuir a la patogénesis de la enfermedad en
humanos (Liu et al., 2004).

La deplecion del GSH en el cerebro lleva a incrementar la producciéon de O,", OH' y
de H,O, (Gupta et al.,, 2000). EIl tratamiento con L-butionina-[S,R]-sulfoxamina
(BSO), un inhibidor especifico de la GCL, conduce a la deplecién del GSH (Jain et
al.,, 1991). La disminucién de GSH intracelular debido al tratamiento con el BSO

empeora el dafio oxidante in vivo (Genovese et al., 2007).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EA esporadica tiene como principal factor de riesgo el envejecimiento, el cual se
asocia con un incremento en el estrés oxidante cerebral. No se conoce
completamente la participacion de las ERO y del sistema antioxidante del GSH en la
produccién de diversos marcadores de la EA. En el presente trabajo pretendemos
caracterizar, en un modelo in vivo, el efecto de la deplecién del GSH sobre la
produccion de estrés oxidante y cambios en el metabolismo de la APP que favorezca

la produccién de BA en diferentes regiones cerebrales.

5. HIPOTESIS

La administracion via intracerebroventricular (i.c.v.) del, inhibidor de la sintesis del
GSH, BSO se acompafiara de disminucion en el contenido del GSH, aumento de
ERO, dafio oxidante y alteraciones del metabolismo de la APP que pueden conducir

a un incremento en la produccion del BA.
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6. OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar un modelo de induccion de estrés oxidante por la deplecion de GSH in
vivo en el cerebro de la rata, con el fin de caracterizar los cambios en el

procesamiento de la APP.

Objetivos particulares

1. Depletar el GSH in vivo por la inyeccién via i.c.v. del inhibidor de la sintesis
del GSH, BSO.

2. Cuantificar la concentracion de GSH bajo estas condiciones en diferentes

regiones cerebrales (hipocampo, corteza y cerebelo).

3. Analizar marcadores de estrés oxidante como ERO y de dafo como
lipoperoxidacién en diferentes regiones cerebrales (hipocampo, corteza y
cerebelo).

4. Analizar niveles de sAPP«, APP total y fosforilacion de la APP (treonina 668)
por western blot, en hipocampo, corteza y cerebelo asociados con la
deplecion de GSH.
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7. METODOLOGIA

7.1. Obtencidn del tejido

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de tres meses de edad, las cuales
fueron dividas en 2 grupos, a un grupo se le administro via i.c.v. (coordenadas:
antero posterior 1, latero medial 1.4 y dorso ventral 3.3) BSO (Sigma, St Louis, MO,
USA) (120 mg/mL, 10 uL/ rata) (Lin et al., 2002). Al grupo control se le administro
una cantidad igual de amortiguador de fosfatos (PB) siguiendo las mismas
coordenadas. 24 h después de la administracion, las ratas se decapitaron y se
disectaron la corteza, el cerebelo y el hipocampo de cada una. Cada tejido se
homogeniz6 en amortiguador de lisis (50 mM tris-HCI pH 7.5, 150 mM de NaCl, 1 %
Nonidet P40, 0.5 % DOC, 1 pastilla de Complete Protease inhibitors cocktel (Roche),
25 ml de H,0) y/o PBS 1x frio (dependiendo del ensayo a realizar). Posteriormente
el homogenado se sonicd 5 veces durante 1 minuto cada vez, después se centrifugo
durante 10 minutos a 14000 g a 4°C y se recolectd el sobrenadante para trabajar

con este. Finalmente se colocaron las muestras a -20°C hasta ser usadas.

7.2. Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

Para cada tubo se colocaron 2 ul de muestra las cuales se llevaron a 100 ul con
H,O, se mezclaron y posteriormente se agregaron 100 ul de solucién alcalina de
tartrato de cobre (Reactivo A, BIO-RAD del kit del DC Protien Assay) y mezclaron,
después se afadieron 800 ul de Reactivo de Folin (Reactivo B, BIO-RAD) y
nuevamente se mezclaron. Una vez que se llevé a cabo la reaccion (15-40 minutos
de incubacion a temperatura ambiente) se leyeron a 750 nm en el espectrofotbmetro.
En este ensayo se debe tomar en cuenta el tipo de amortiguador o solucion en el
gue se encuentra la muestra al momento de preparar las reacciones para realizar la
curva patrén. El reactivo S (dodecil sulfato de sodio, BIO-RAD) que se agrega al
reactivo A (20 ul por mL de Reactivo A) en caso de haber usado amortiguador de

lisis que contiene detergentes.

25



7.3. Cuantificacion de glutation

Para confirmar la disminucion en los niveles de GSH, éste se cuantifico en las tres
regiones cerebrales usando el método fluorométrico para GSH reducido que utiliza
O-phthaldialdehido (OPT) como sustrato fluorescente. Los fluor6foros que
reaccionan con el grupo amino de los péptidos permite la determinacion fluorimétrica
simultdnea de GHS y GSSH. ElI OPT es ampliamente usado para formar aductos

fluorescentes de GSH (Camera y Picardo, 2002).

Para dicho ensayo, de los homogenados resuspendidos en amortiguador de lisis se
tomaron 50 pl de cada muestra, se agregaron 450 pl de H,O y 500 ul de acido
metafosférico (1.67 g de acido metafosférico, 100 ml de H,O, 200 mg de EDTA, 15 g
de NaCl), y se agit6. Después las muestras se centrifugaron a 10 000 g durante 2
minutos y se tomaron 50 pl del sobrenadante. Al sobrenadante, se le agreg6 1 ml de
amortiguador de GHS (15.8 NaH,POq4, 1 L de H,0, 1.461 g EDTA y se ajusta el pH a
7.8) y 50 ul de OPT (25 mg OPT, 25 ml metanol), se mezclo bien. Posteriormente se
incubaron en oscuridad durante 30 minutos y finalmente se colocaron en una placa
de ELISA y se leyé a 420 nm. La cantidad de GSH se determiné a partir de una

curva patrén con cantidades conocidas de GSH.

7.4. Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno

Este método se basa en la oxidacion de la dihidrorodamina-123 (DHR) dependiente
de la cantidad de ERO para formar el compuesto fluorescente de rodamina-123, que
puede ser detectado a una A de 505 nm (Gomes et al., 2005).

Para esto, cada tejido se homogenizé y se sonicé en PBS 1x (no se centrifugé como
se explica en el punto 7.1), a estos homogenados se les centrifugé 15 segundos
para bajar la mayor cantidad de tejido y obtener en el sobrenadante una cantidad de
células para el ensayo. Posteriormente se tomaron 20 ul del sobrenadante del
homogenado y se le agregaron 80 ul de PBS 1x. Se centrifugé a 6000 g por 2
minutos con el fin de obtener un botén y se descart6 el sobrenadante.
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Al botén se le agregaron 360 pl de amortiguador A (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.8
mM MgSO,4-7H,0, 1.8 mM CaCl,, 5 mM glucosa, 15 mM HEPES, pH 7.4) y 40 pul de
DHR (Sigma, St Louis, MO, USA) 10 uM. Se resuspendi6 y se colocd cada muestra
en los pozos de una placa de ELISA, después se incub6 a 37°C durante 2 minutos.
Finalmente se leyo la placa en un lector de placas de ELISA a 505 nm. La cantidad
de ERO se determind a partir de una curva patrén con cantidades conocidas de
Rodamina-123.

7.5. Ensayo de lipoperoxidacion

El protocolo mas empleado para la determinacion de lipoperoxidacién en sistemas
biologicos es la medicion de sustancias reactivas a través de la prueba del acido
tiobarbittrico (TBA) (Garcia et al.,, 2005). Este ensayo se basa en la medicion
espectrofotométrica del aducto entre el MDA y el TBA en un intervalo de 532-535

nm.

Para esto se diluyeron las muestras que se encontraban en PBS 1x, de hipocampo
[1:2], cerebelo y corteza [1:5], con el fin de tener la misma cantidad
aproximadamente de cada tejido, se tomd un volumen de 100 pl de cada una y se
agrego un volumen igual de &cido tricloroacético. Se centrifugd a 3000 g durante 10
minutos a 4°C, se tomd el sobrenadante y se le afiadi6 1 ml de reactivo TBA
(0.375% TBA y 2% acido acético, pH 4.2). Posteriormente se pusieron a ebullicion
en bafio maria por 45 minutos a 92°C. Una vez transcurrido el tiempo de ebullicién
se tomaron 200 ul de cada muestra y se colocaron en una placa de ELISA. Se ley6 a
532 nm. La curva patron de MDA se realizd con el 1, 1, 3, 3-tetraetoxipropano o
MDA.

7.6. Western blot

De los homogenados de obtenidos en amortiguador de lisis, se detectd6 sAPPa y
fosfo-Thr668 en APP. Se cargaron 25 pg de proteina de muestra que fueron
analizados por electroforesis en un gel al 10% de poliacrilamida. Las muestras se
hirvieron previamente durante 10 minutos en amortiguador de carga y se corrieron a

30 mAmp aproximadamente 2 h. Después de la electroforesis, las proteinas se
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transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Hybond-C (Amersham Bioscience,
UK). Para esto el gel y la membrana se equilibraron en amortiguador de
transferencia (2.97 g de glicina, 5.82 g de Tris-base, 0.37 g SDS en 800 ml de H,O y
200 ml de metanol) durante 20 minutos a temperatura ambiente y estos se colocaron
en una camara de transferencia semi-seca (Bio-Rad, USA). El gel se corrié a 25

volts por 30 minutos y posteriormente a 10 volts durante 40 minutos.

La membrana transferida se incub6 en TBS 1x (50 mM tris-HCI, 150 mM, pH 7.6)
durante 20 minutos en agitacion a temperatura ambiente y se bloque6 con TBS 1x —
5% leche descremada durante 2 h en agitacion a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C. Se retird la solucién de bloqueo y se lavé 3 veces con TBS 1x — 0.1%
Tween-20 durante 5 minutos cada lavado. Después se incub6 la membrana con el
anticuerpo primario monoclonal de raton anti-APP A4 (22C11, Chemicon, Millipore)
[1:750], el policlonal de conejo anti-fosfo-APP (Thr668) (Cell Signaling) [1:500] y el
monoclonal de ratdn anti--actina [1:750] en TBS 1x - 5% BSA - 0.1% Tween-20 y se
dejoé incubando toda la noche a 4°C. Posteriormente la membrana se lavd 3 veces
con TBS 1x — 0.1% Tween-20 y se incubd con el anticuerpo secundario conjugado
(HRP) cabra anti-IgG de raton (Zymed, USA) [1:5000] y cabra anti-IlgG de conejo
(Zymed, USA) [1:10000] en TBS 1x — 5% BSA - 0.1% Tween-20 durante 1 h en
agitacién a temperatura ambiente. Nuevamente se lavé 3 veces con TBS 1x - 0.1%
Tween-20; Finalmente se revel6 por quimioluminiscencia (ECL kit de Amersham,
Arlington Heights, IL) en peliculas Kodak X-Omat. El andlisis densitométrico de las
bandas de western blot se realizé empleando el Software NIH 1.38 x ImageJ.

7.7. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como el promedio + del error estandar (EE) como se indica
en la gréficas. Los resultados se analizaron usando la prueba de t de Student. Las

diferencias se consideraron significativas cuando se obtuvo p<0.05.
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8. RESULTADOS
8.1. Efecto del tratamiento con el inhibidor de la sintesis de glutation

La administracion via i.c.v. del BSO disminuy6 los niveles de GSH de cerebelo,
corteza e hipocampo en aproximadamente el 50% en cada caso. No se observa
diferencia entre el hemisferio administrado (ipsilateral) y el contralateral para corteza
e hipocampo (Grafica 1). Esto probablemente indica que este modelo de deplecion
del antioxidante puede funcionar para evaluar los posibles mecanismos relacionados
con el incremento en el estrés oxidante y los marcadores asociados con dicho dafio.
Por otra parte, la cantidad de GSH en las regiones estudiadas varia. En el
hipocampo el nivel de GSH es significativamente mayor que el encontrado en la
corteza y el cerebelo.
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Gréfica 1. Cuantificacion de los niveles de GSH en cerebelo, corteza ipsilateral (Cx IL),
corteza contra lateral (Cx CL), hipocampo ipsilateral (Hp IL) e hipocampo contralateral
(Hp CL) 24 h después del tratamiento con BSO o PB (control). Los valores son el
promedio + el EE de 5 determinaciones independientes realizadas por triplicado. * p <
0.05, ** p < 0.001 contra el control de cada region.

Es importante mencionar que debido a que no se observé una diferencia significativa
de la reduccion del GSH entre ambos hemisferios (ipsilateral y contralateral), se
decidié trabajar con ambos para tener una solo muestra de cada regiéon en cada

experimento.
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De acuerdo a la grafica 1 se puede observar la deplecion del GSH, por lo tanto se
determind si en estas condiciones se podia detectar un incremento en la cantidad de
ERO con el fin de saber si el modelo de deplecion efectivamente incrementaba la

produccién de estas, provocando un modelo in vivo de estrés oxidante.
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Grafica 2. Cuantificacion de la produccion de ERO en cerebelo, corteza e hipocampo 24
h después de ser administrado el BSO o PB (control). Los datos expresados
representan el promedio + el EE de 6-7 experimentos independientes por duplicado. *p<
0.05 contra el control de cada region.

En la grafica 2 se observa que existe una tendencia a aumentar las ERO en el
hipocampo y el cerebelo aunque solo en esta ultima regién fueron significativamente
mayores con respecto a los niveles del control. Contrariamente en la corteza no se
observa diferencia entre el control y la tratada con BSO. Ademéas se observa que los
niveles de las ERO en el hipocampo control son ligeramente mayores que en el

cerebelo y la corteza.

Debido a las diferencias del contenido de GSH y el analisis en la produccion de
ERO, en los cerebros de las ratas control y las administradas con BSO, se decidi6
valorar un marcador de dafio oxidante midiendo la lipoperoxidacién en cada muestra
por medio de la cuantificacién del aducto entre MDA y TBA. El MDA es el aldehido
mas abundante que resulta de la lipoperoxidacion por lo que se considera un
marcador de esta y los altos niveles de MDA son indicativos de estrés oxidante. En
la grafica 3 se observa que en el cerebelo y la corteza de las ratas tratadas con BSO
disminuyen ligera pero significativamente, los niveles de MDA. En hipocampo no se

observa diferencia entre ambos grupos (el control y el administrado con BSO).
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Gréfica 3. Niveles de lipoperoxidacién en cerebelo, corteza e hipocampo 24 h después
de administrarse el BSO o PB (control). Los valores expresados como el promedio + el
EE de 6-7 experimentos independientes por duplicado. *p< 0.05 contra el control de
cada region.

8.2. Diferencias en los niveles de APP en las regiones cerebrales analizadas

Para determinar cambios en el procesamiento amiloidogénico, medimos los niveles
de APP total y el fragmento sAPPa en cerebelo, corteza e hipocampo. En la figura 5
se observa que la cantidad de APP es diferente en cada region, probablemente la
modificacién postraduccional que puede tener APP sea diferente en dichas regiones.
La APP de la corteza parece tener un peso molecular ligeramente menor que la que
hay en cerebelo e hipocampo. Adicionalmente el nivel de sSAPPa en el cerebelo es
mayor que en corteza e hipocampo, sugiriendo que en esta region la via no

amiloidogénica es preponderante.

Cr Cx Hp
127 KDa—>
<— APP
83 KDa—>
<— sAPPo
43KDa —>

Figura 5. Western Blot representativo de la APP total y el fragmento sAPPa en cerebelo
(Cr), corteza (Cx) e hipocampo (Hp) de rata control.
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8.3. El efecto del estrés oxidante en el contenido de APP y sAPPa

Para estudiar el efecto del estrés oxidante, disminuimos el contenido del antioxidante
GSH en cerebros de ratas de 3 meses, se examinaron los niveles de APP total y del
sAPPa. En la figura 6 se observa que aparentemente no hay cambios en la cantidad
de APP total en las regiones analizadas (ya sea ipsilateral o contralateral de acuerdo
a cada caso) tratadas o no con el inhibidor del GSH. Aunque de manera interesante

se observa una ligera tendencia a disminuir en la corteza y cerebelo.
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Figura 6. Andlisis densitométrico y western blot representativo de los niveles del APP
total (APPm) en cerebelo (CB), corteza ipsilateral (Cx IL), corteza contralateral (Cx CL) e
hipocampo ipsilateral (Hp IL) y contralateral (Hp CL) 24 h después de administrarse el
BSO o PB (control). Los valores del andlisis densitométrico son expresados como el
promedio de densidad Optica + el EE de 5 experimentos independientes.

En la figura 7 se observa que bajo esta condicién, en el hipocampo hay una
tendencia a disminuir los niveles del fragmento sAPPa, indicando que
probablemente el estrés oxidante favorece el procesamiento amiloidogénico de la
APP. En el caso de la corteza y el cerebelo no fue posible observar esta diferencia
debido a que la cantidad de sAPPa era muy baja como para poder realizar el

analisis densitométrico.
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Figura 7. Andlisis densitométrico y western blot representativo de los niveles del
fragmento sAPPa en hipocampo 24 h después de administrarse el BSO o PB (control).
Los valores son expresados como el promedio + el EE de 5 experimentos
independientes.

8.4. Incremento de la fosfo-treonina 668 asociado con el procesamiento

amiloidogénico

Para evaluar si la fosforilacion del residuo de la treonina 668 de la APP se
incrementa por efecto del estrés oxidante, identificamos a la APP total y a sus
fragmentos proteoliticos fosforilados. Encontramos un incremento en el fosfo-epitopo
tanto en el APP total como en el C99 (fragmento obtenido del procesamiento
amiloidogénico). En este Udltimo caso se alcanza una diferencia significativa
comparada con el control (Fig. 8). Se sabe que la aparicion de la Thr668 fosforilada
bajo condiciones de estrés depende principalmente de la activacion de JNK
(Kimberly et al., 2005; Qiuroz-Baez et al., 2009).

Es importante mencionar que los resultados obtenidos se observan en las todas
regiones analizadas en este trabajo pero en particular las diferencias entre las
regiones tratadas con el BSO y el control se observan mejor en el hipocampo, por lo
gue presentamos el andlisis densitométrico de esta region, que es una de las

regiones con los mayores depdsitos de BA presentes en la EA.
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Figura 8. Andlisis densitométrico y western blot representativo de los niveles de la
treonina 668 fosforilada de APP total y C99 en hipocampo de rata control (Ct) y el
tratado con BSO. Los valores del andlisis densitométrico son expresados como el
promedio de densidad Optica + el EE de 5 experimentos independientes. * p < 0.05
contra el control de cada la APP total y el fragmento C99.
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9. DISCUSION

A pesar de que la EA tiene una patogénesis compleja y su etiologia no se
comprende completamente, diversas evidencias han conducido a establecer que el
metabolismo alterado de la APP es un evento clave en la generacién del péptido BA
gue se deposita en los cerebros de pacientes con la EA y tal vez este es uno de los
eventos que se asocian con la disfuncion sinaptica y la muerte neuronal (Selkoe,
2001). El incremento de las ERO se ha relacionado con el envejecimiento y parece

estar involucrado en la generacion del A como también la toxicidad de ésta.

La disminucién del antioxidante GSH después de la administracion del BSO es un
modelo de estrés oxidante el cual asemeja los efectos vistos en la deficiencia de la
sintesis de GSH (Jain et al., 1991). Adicionalmente existe evidencia que apoya que
con la edad disminuye el GSH en el cerebro lo que puede contribuir a la
degeneracion neuronal. De hecho en ciertas enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con el envejecimiento, como la EA, el GSH esta disminuido (Aoyama et
al., 2008). En el presente estudio decidimos evaluar el efecto de la inhibicién de la
sintesis del GSH para disminuir estos niveles en cerebelo, corteza e hipocampo
empleando el BSO y, asi como analizar la asociacion de la disminucion del GSH con
un incremento en la generacion de ERO. En este sentido, aunque encontramos que
las ERO tienden a incrementarse ligeramente en el hipocampo y el cerebelo
administrados con BSO (gréfica 2), este incremento fue significativo solamente en el
cerebelo. Es posible que a los tiempos analizados y siendo las ERO altamente
reactivas no pudieron haberse detectado cambios significativos en nuestro modelo.
Ademas debe tomarse en consideracién que posiblemente en este modelo agudo
algunos otros sistemas antioxidantes estén participando en la eliminacion de dichas
moléculas, asi como la participacion de estas en otros eventos como de crecimiento

o viabilidad celular.

El hipocampo presenta una tendencia a incrementar la produccion de ERO a
comparacion de cerebelo y corteza de ratas control, de igual forma la cantidad de
GSH es particularmente mas alto es esta region, lo cual sugeriria que los altos
niveles de GSH y la produccién de ERO mantienen el balance redox de la célula.

Probablemente debido a que el hipocampo es un sitio blanco importante por sus
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caracteristicas metabdlicas asociadas con su alta plasticidad es que se observan
estas diferencias. Ademas esta regidn parece ser particularmente susceptible a el
dafio excitotéxico, por isquemia, toxicos ambientales y en procesos

neurodegenerativos como la EA (Stoltenburg-Didinger, 1994).

Algunos estudios sugieren que el incremento en la lipoperoxidacién es un evento
temprano en la EA (Practico et al., 2002). Contrariamente, nuestros resultados
muestran que hay una tendencia a disminuir este marcador de dafio oxidante, esto
sea probablemente a que un modelo in vivo es mas que complejo a comparacion de
uno in vitro, donde podrian estar participando otros sistemas antioxidantes en el
cerebro o que se activen otras vias o mecanismos del mismo organismo que
contrarresten el dafio. Sin embargo, ciertamente resulta paradojico este efecto en
cerebelo y corteza y podria sugerir que en estas regiones podria existir un recambio
de membranas dafiadas con una mayor eficiencia aunque, ciertamente el apoyo a
esta posibilidad requerird un analisis detallado. También es posible que en este
modelo agudo, de existir, sean otros los principales blancos de dafio oxidante como
podrian proteinas oxidadas u oxidacion de ADN. Se ha demostrado que la toxicidad
del BA esta mediada por medio del dafio a membranas celulares provocado por
radicales libres (Halliwell, 1992). Consistentemente con el proceso de produccion de
radicales libres, el BA causa lipoperoxidacion en membranas celulares del cerebro y

este efecto es inhibido por antioxidantes (Butterfield et al., 2002).

Notablemente la toxicidad del BA parece ser solamente evidente en experimentos in
vitro, ya que en estudios in vivo se demuestra una correlacion negativa entre el
estrés oxidante y la deposicion del BA, indicando un papel antioxidante para el BA. El
80OHG es un marcador de dafio oxidante que se acumula rapidamente en el
citoplasma neuronal en los cerebros de pacientes con la EA. Se ha observado que
cuando hay un incremento de BA en la corteza de pacientes con EA, hay un
decremento de los niveles neuronales de 80HG, indicando que disminuye el dafio
oxidante (Nunomura et al., 1999). Esto podria sugerir qgue ocurre el mismo efecto
negativo en este modelo para observar la lipoperoxidacion como un marcador de

estrés oxidante.
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La acumulacion de productos endégenos del dafio oxidante parece contribuir a
enfermedades crénicas del sistema nervioso central como la EA. A pesar que no se
ha demostrado que el estrés oxidante sea la causa de esta enfermedad, la
acumulacion de las ERO podrian participar en el desarrollo y sintomas de dicha
enfermedad. Actualmente se sabe que bajo condiciones pro-oxidantes el
procesamiento de la APP es regulada principalmente por la expresion y activacion
de la BACEL1 (Quiroz-Baez et al., 2009; Tamagno et al., 2005; 2008) y la activacion
de la y-secretasa (Jin et al., 2008; Shen et al., 2008).

Aungue no pudimos observar de manera concluyente que en la deplecién del GSH
in vivo estuviera asociada con la aparicion de marcadores de estrés oxidante, en el
presente trabajo se observo que la APP que se expresa en la corteza parece ser de
un peso molecular un poco mas bajo que las que se encuentra en el cerebelo e
hipocampo. En cerebelo hay un mayor nivel de sAPPq, esto sugiere que en
condiciones normales en dicha region el procesamiento de la APP esta favorecido
hacia la via no amiloidogénica, lo cual podria correlacionar con el hecho de la nula
aparicién de placas seniles en cerebelo. Por otro lado, bajo condiciones de estrés
oxidante en los cerebros de rata, no hay diferencias entre la expresién de APP total
con o sin efecto del inhibidor pero si hay una tendencia a disminuir los niveles de
sAPPa. En estudios previos en el laboratorio, se demostr6 que en células de
neuroblastoma humano en presencia de H,O, y FeCl, hay un decremento en los
niveles de sAPPa y un aumento de la expresion de BACE1 (Quiroz-Baez et al.,

2009), lo cual favorece el procesamiento amiloidogénico.

No se conoce el mecanismo por el cual los niveles de BACEL y la y-secretasa estan
incrementados en algunos casos de la EA esporadico, pero existe una posibilidad de
gue este aumento este mediado a través de NFkB, el cual es un factor de

transcripcion en respuesta al estrés oxidante (Lezoualc’h et al., 2000).

A pesar de la controversia que existe alrededor del papel de la fosforilacion de la
Thr668 en el procesamiento amiloidogénico de la APP (Lee et al., 2003; Sano et al.,
2006), observamos en este modelo in vivo, que la deplecién de los niveles de GSH

se asocian con la fosforilacién de este residuo, particularmente en el fragmento C99
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(resultado de la via amiloidogénica) el cual podria sugerir un aumento en la
produccién del péptido BA. El estado de fosforilacion de la APP en la Thr668 se
observa en células en division y en procesos de estrés (Suzuki y Nakaya, 2008).
Cuando las células son sujeto de estrés, la cinasa JNK fosforila a la Thr668
(Kimberly et al., 2005). En el laboratorio, se demostré que la regulacion rio arriba de
la fosfo-Thr668 es mediada por JNK durante estrés oxidante y puede participar en el
procesamiento de la APP por la BACE1 (Quiroz-Baez et al., 2009). En este sentido
probablemente la participacion de JNK en la fosforilacién de la APP y los fragmentos
proteoliticos sea a través de la activacion de esta cinasa. Aunque este modelo no se
evalud la activacion de esta cinasa, este tipo de analisis serd necesario en el futuro
para dilucidar el mecanismo de fosforilacion de la APP durante una disminucién
aguda del GSH.
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10. CONCLUSIONES

Evidencia creciente sugiere que el desbalance entre la produccion de las ERO y las
defensas antioxidantes, asi como la generacion del BA, a través del procesamiento
secuencial de la APP por la B- y y-secretasa, estan relacionados con el
envejecimiento y la patogénesis de la EA. Este trabajo es el primer estudio que se
realiza en un modelo in vivo la deplecion del antioxidante GSH con el fin de generar
un estado de estrés oxidante, en donde nuestros resultados sugieren que esta

condicién promueve el procesamiento amiloidogénico de la APP.
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