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« Los hombres deberian saber que sdlo del cerebro se originan las alegrias, los placeres vy las risas, asi como
las tristezas, las penas, el dolor y las lamentaciones. Es por el cerebro, de manera especial, que adquirimos
sabiduria y conocimientos, y vemos y oimos, y sabemos qué es correcto o incorrecto, qué es dulce o insipido
[...] y por ese mismo 6rgano podemos sufrir locura o delirio, y nos asaltan miedos y terrores [...]. Por eso creo

que el cerebro ejerce el mayor poder en el hombre ».

Hipdcrates, Sobre la enfermedad sagrada, siglo 1V a.C.

« [...JLull'd in the countless chambers of the brain,
Our thoughts are link'd by many a hidden chain.
Awake but one, and lo, what myriads rise!

Each stamps its image as the other flies!

Each, as the various avenues of sense

Delight or sorrow to the soul dispense,

Brightens or fades; yet all, with magic art,

Control the latent fibres of the heart[...] ».

Samuel Rogers, The pleasures of memory, 1792.

« The finest set of verses of our modern time describes how the poet gazed on the *happy autumn fields’, and
remembered the ‘days that were no more’. After all, a man's real possession is his memory. In nothing else is

he rich, in nothing else is he poor ».

Alexander Smith, Dreamthorp: Essays written in the Country, 1863.

« La memoria es la base de la personalidad individual, asi como la tradicion lo es de la personalidad colectiva
de un pueblo. Se vive en el recuerdo y por el recuerdo, y nuestra vida espiritual no es, en el fondo, sino el
esfuerzo de nuestro recuerdo por perseverar, por hacerse esperanza, el esfuerzo de nuestro pasado por

hacerse porvenir ».

Miguel de Unamuno, De/ sentimiento trdgico de /a vida, 1913.


http://en.wikiquote.org/wiki/Alexander_Smith

A mis padres, a Mami y a Aquiles,

por todo su amor, apoyo y entusiasmo.
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INTRODUCCION

El cerebro

El cerebro humano es el 6rgano mas complejo del cuerpo, y también el mas eficiente en
cuanto a procesamiento de informacion se refiere; nos permite filtrar informacion y
procesar estimulos externos para poder interactuar de manera adecuada con nuestro
entorno. Es el encargado de mediar procesos que van desde la percepcidon sensorial hasta
el aprendizaje y la memoria. Su funcién principal es la de integrar una enorme cantidad
de sefiales en un movimiento, sentimiento o comportamiento especifico y apropiado,
como respuesta a un estimulo. Esta serie de funciones son sumamente complicadas y

rara vez tomamos conciencia de su complejidad.

El cerebro humano estd formado por mas de 10! neuronas (células nerviosas) y
muchas mas células gliales (de soporte). Las neuronas tienen caracteristicas celulares
Unicas que permiten al cerebro funcionar de manera distinta a la que la hacen otros
érganos. Estas presentan una forma celular distintiva con estructuras especializadas en la
transmision de informacion. Las sinapsis se conforman de tres regiones celulares: el
cuerpo celular (soma neuronal), las dendritas y el axéon. El soma contiene el nucleo
celular y la maquinaria para la sintesis de proteinas y otras moléculas. Las dendritas son
extensiones que se ramifican alrededor de los somas para formar conexiones, por lo tanto
permiten la recepcion de informacion en la célula. El axdn es la estructura que permite la
comunicacion con otras neuronas, se extiende a partir del soma y es la via por la cual las

sefales viajan a larga distancia desde el soma, incluso a lugares fuera del cerebro [1,2].



La corteza cerebral es la capa mas externa del cerebro y constituye
aproximadamente el 80% del volumen total de este érgano [1]. Tiene un aspecto
caracteristico debido a sus pliegues y circunvoluciones y es conocida también como
neocorteza por ser una estructura relativamente nueva en la evolucidon del cerebro. En
ella radican una serie de importantes funciones cerebrales como la cognicion, la
imaginacion, la vision y la habilidad lingiistica [1]. Muchas de estas funciones se
deterioran con la edad y correlacionan con algunos de los padecimientos que presentan
las personas con demencia senil o con un probable diagndstico de Alzheimer, siendo éstos
ultimos proclives en un 50% a desarrollar un déficit del volumen total del cerebro y de la

corteza [3].

El cerebro, como todos los odrganos, se ve afectado por el proceso del
envejecimiento. En el sistema nervioso, se asocia con la disminucién de varias funciones
cognitivas en cierto grado [4]. Las neuronas se vuelven vulnerables al estrés por una
serie de mecanismos que ocasionan que pierdan la homeostasis (algunos de los cuales se
abordaran mas adelante) y que empiecen a presentar cambios morfolégicos que

contribuyen al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.



Envejecimiento

El envejecimiento estd caracterizado por un declive progresivo de las funciones

fisioldgicas y un incremento en la susceptibilidad a enfermedades y a la muerte [5].

Se ha distinguido al envejecimiento como un proceso de tres etapas: alteraciones
metabdlicas, dano y patologia celular [6]. Los procesos metabdlicos que ocurren en
condiciones fisioldgicas generan toxinas que se van acumulando con la edad, causando
dano celular. Son especialmente vulnerables las células post-mitéticas de larga vida,
como las neuronas. Algunos productos tdxicos de degradacion impiden el recambio
mitocondrial llevando a la acumulacion de organulos deficientes en la produccion
energética pero que generan especies reactivas del oxigeno (ERO) [5]. Este tipo de
eventos comprometen a las células y pueden desencadenar senales que conducen a la

muerte celular.

Actualmente, una de las explicaciones mas aceptadas sobre el por qué
envejecemos es la teoria del envejecimiento por los radicales libres mitocondriales,
propuesta por Harman en 1972, siendo ésta una adaptacion de su teoria inicial propuesta
en 1956: teoria del envejecimiento por radicales libres [7]. En ésta Ultima, se propone
que el dafio inducido por los radicales libres a las macromoléculas celulares y la
incapacidad del organismo de contrarrestar estos cambios usando los sistemas
antioxidantes enddgenos tiene como consecuencia la presencia de enfermedades y
procesos que llevan al envejecimiento. Posteriormente, propuso que la fuente generadora
de esas especies es la mitocondria, debido a su importante papel en el consumo del
oxigeno (aproximadamente 90% del O, celular) en la membrana interna, en la cual se
lleva a cabo la fosforilacion oxidante, proceso que genera una cantidad creciente del

radical superéxido (O, ).



Una gran cantidad de procesos celulares y estructuras cerebrales se ven alteradas
en el envejecimiento (revisado en [4]), por ejemplo, una disminucién del volumen y del
peso del cerebro, cambios en el comportamiento, alteracion del nimero de sinapsis,
acumulacion de agregados proteicos, anormalidades en las vias de sefalizacion, pérdida
de la homeostasis idnica de Ca®*, declive de las funciones neuroendocrinas, disfuncién
vascular, cambios en la expresion genética, disminucion de las defensas antioxidantes,

disfuncion mitocondrial que promueve la generacién de O, |, entre otros.



Estrés oxidante, especies reactivas de oxigeno y radicales libres

Se le llama estrés oxidante a la serie de reacciones dafinas para diversos componentes
celulares, que son generadas por distintas especies téxicas de oxigeno que se originan
principalmente por la falta de defensas antioxidantes. Es uno de los eventos mas
importantes a los que esta sometido el cerebro, especialmente durante el envejecimiento.
Este es un 6rgano muy vulnerable a este tipo de dafio ya que consume aproximadamente
el 20% del oxigeno que circula por el cuerpo y tiene una tasa de produccién de adenosin
trifosfato (ATP) muy alta. A su vez, contiene muchos acidos grasos poliinsaturados que
son facilmente peroxidables, presenta baja actividad de la enzima catalasa (CAT) y una

moderada cantidad de enzimas antioxidantes endogenas [8].

Por lo anterior, se cree que el estrés oxidante estd asociado con diversas
patologias neurodegenerativas, como la Esclerosis Lateral Amiotréfical, la enfermedad de
Huntington?, la enfermedad de Parkinson® y la enfermedad de Alzheimer (EA) (definicién,
ver pagina 16). Un argumento a favor de esta hipdtesis es el hecho de que se ha
demostrado la presencia de distintos productos derivados de la oxidacién de componentes
celulares, como proteinas, lipidos y ADN en cerebros postmortem de pacientes que

padecen EA [9,10].

Asi mismo, se han encontrado niveles elevados de glutatién peroxidasa (GSH-Px),

superoxido dismutasa (SOD), glutatién reductasa (GSSG-R) y CAT en algunas zonas de

1 . s e
Enfermedad neuromuscular degenerativa que afecta a las neuronas motoras, provocando paralisis
muscular que conlleva a la muerte.

Padecimiento neurodegenerativo hereditario, de inicio temprano, caracterizado por alteraciones cognitivas
y movimientos exagerados no controlados.

3 . , . e . . .
Trastorno neurodegenerativo causado por la pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra
en el que se presentan alteraciones motrices, cognitivas y/o demencia.
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cerebros de pacientes con EA, donde se encontré también elevada la lipoperoxidacion
[10]. EI aumento en la actividad de estas enzimas antioxidantes sugiere un mecanismo

compensatorio en respuesta al incremento en la formacién de ERO.

Actualmente, no existe duda de que el estrés oxidante juega un papel muy
importante en la progresién de la EA. Sin embargo, no ha sido completamente elucidado
si es un efector de la misma o si resulta como un mecanismo secundario a otro tipo de
cambios en el cerebro enfermo. Por esto, es relevante entender la temporalidad de los
sucesos que favorecen este tipo de estrés y su correlacion con la neurodegeneracion.
Algunos estudios [11,12] ya se han enfocado en elucidar la cronologia del incremento de
las ERO en la EA usando cerebros de pacientes en diferentes etapas de la enfermedad,
sugiriendo que el dafio oxidante es un evento temprano y se ve reducido conforme
progresa la patologia, se da incluso antes de la aparicion de las placas amiloides, signo
caracteristico de la EA (ver mas adelante). Debido a que todos los seres humanos, al
envejecer, sufrimos estrés oxidante, pero no todos desarrollan patologias incapacitantes,
y tomando en cuenta los resultados del trabajo de Nunomura et al. [11], en el que se
concluye que la EA esta asociada con una serie de cambios compensatorios a largo plazo
gue reducen el dafio de las ERO generadas de manera temprana en la patologia, resulta
interesante el estudio de los mecanismos encargados de reducir los procesos oxidantes a
los que se ve sometido el cerebro en el envejecimiento, ya que éstos podrian estar

implicados en la progresion de la enfermedad.

Las ERO son subproductos de la respiracion aerdbica y de algunos otros procesos
celulares, que incluyen tanto radicales (O, y OH "), como no radicales (H,0,, HOCl y O5),
capaces de generar reacciones deletéreas en las células. El dioxigeno molecular es un

aceptor de electrones ya que contiene dos electrones desapareados con espines paralelos.



Para ser reducido en agua, debe aceptar 4e” secuencialmente, lo que da lugar a un tren

de intermediarios reactivos por reducciones incompletas [13].

Las ERO en altas concentraciones tienen la capacidad de dafiar los componentes
celulares, como proteinas, lipidos [14] y DNA nuclear y mitocondrial [15,16] y por lo
tanto, contribuyen al desarrollo de enfermedades relacionadas con el dafio oxidante. A su
vez, en cantidades normales, las ERO son especies de gran importancia para algunas
funciones bioldgicas (revisadas en [17]), por ejemplo, mantienen la homeostasis redox y
ademas intervienen en las defensas del organismo ante agentes infecciosos, pueden
activar cascadas de senalizacién, median la proliferacion y diferenciacion celular, entre

otras.

La generacién de ERO puede ser inducida por estimulos tanto enddégenos como
exdgenos y una gran cantidad de las ERO que se producen intracelularmente son

generadas en la cadena respiratoria de la mitocondria [18].

Se sabe que la mayoria de los efectos dafiinos del oxigeno se pueden atribuir a la
formacion de radicales libres. Un radical libre es cualquier especie capaz de existir de
manera independiente y que contiene un electrén desapareado en el orbital mas externo
[19]. Los radicales libres son capaces de reaccionar con otras moléculas, capturando
electrones de ellas y produciendo desapareamiento electrénico en las otras, que por ende,
las vuelven radicales libres. Estos procesos no terminan hasta que dos radicales libres

reaccionan creando un enlace covalente o hasta que son inactivados enzimaticamente.

Los radicales se pueden formar de una especie no-radical por la pérdida de un solo

electrén (A) o por la ganancia de un solo electron de una especie no-radical (B) [20].

A x>e +x " R N



Otra manera de produccidon es mediante la ruptura de un enlace covalente,
dependiendo si se da una fision homolitica, en la que cada dtomo se queda con un
electrén de los que formaban el enlace (C) o una fision heterolitica, en la que un sdlo

atomo recibe ambos electrones (D) [20].
€ H,0 > H +OH D) H,0 > H"+OH

Se ha calculado que el cerebro humano produce diariamente mas de 10'! radicales
libres. Aproximadamente del 1 al 3% del oxigeno consumido se convierte en superoxido,
lo que generaria un total de 1.72 Kg/afio de O, ~ para un adulto en reposo de 70 Kg,
asumiendo que utiliza 3.5 mL O,/Kg/minuto [19]. El adecuado control y eliminacion de
estos radicales es un proceso fundamental para el cerebro ya que su produccion se ve
aumentada durante el envejecimiento. Hasta la fecha no ha sido posible revertirlo, por lo
tanto, es importante el estudio de los factores que influyen en el incremento patoldgico

de su produccion.

Estd reportado que en la EA existe disfuncion mitocondrial [21,22], que podria
incrementar la produccion de superdxido en esta patologia. Asi mismo, los péptidos beta
amiloides (BA), que se acumulan en la EA (ver pagina 35), alteran la actividad redox de la
mitocondria [23], contribuyendo al aumento de la produccion de este radical en la EA,

que podria estar implicado en el dafio neuronal asociado con la enfermedad.

Los BA también son capaces de aumentar la produccién de perdxido de hidrégeno
(H,0,) en lineas celulares clonales [24] y el H,0, a su vez promueve la acumulacién de BA
en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y/APP695myc [25], creando un ciclo de
retroalimentacion positiva en el que se generan mas especies reactivas y se acumula mas

BA promoviendo la progresidn de la enfermedad de Alzheimer.



Superoxido (0, 7)

Este anién es conocido como la ERO primaria, ya que sirve como precursor de otras. El
superdxido es el producto de la reduccion del dioxigeno molecular por un electrén y su
difusidn a través de la membrana estd limitada, sin embargo es capaz de pasar a través
de canales anidnicos [26]. Puede funcionar como un agente reductor u oxidante

dependiendo de los radicales que se encuentren en su ambiente.

Se produce principalmente en la cadena transportadora de electrones de la
mitocondria, en la matriz mitocondrial. Se debe a la fuga de electrones de los complejos I
(NADH deshidrogenasa) y IV (citocromo oxidasa) hacia el oxigeno. La cadena respiratoria
estéa conformada de cuatro complejos enzimaticos y dos factores ubicados en la
membrana interna mitocondrial. Acopla el transporte de electrones a la generacién de un
gradiente de H* en el espacio intermembranal, para producir ATP y agua. El complejo I es
el punto de entrada de los electrones del nicotinamida adenin dinucléotido reducido
(NADH) a la cadena respiratoria y el complejo IV dona 4 e al O, para convertirlo en agua.
Sin embargo, no sélo los complejos I y IV pueden generar O, , otros complejos

mitocondriales pueden hacerlo también [27].

El O, es muy reactivo en medios organicos pero es inocuo en soluciones acuosas.
Tiene diversas funciones dafiinas en el cuerpo humano, por ejemplo, reacciona con el
complejo NADH deshidrogenasa de la cadena transportadora de electrones, inactivandolo.
También es capaz de reaccionar con el radical 6xido nitrico (NO ") formando peroxinitrito
(ONOO-), el cual es una especie oxidante y citotdxica [20]. La disminucién del NO ", por
su parte, puede inducir hipertensién. Por otro lado, el O, puede producir dafio en los

tejidos ya que participa en reacciones de oxidacién de lipidos, proteinas y DNA catalizadas



por metales, como la reaccion de Fenton (reaccion E) que serda discutida mas

ampliamente en la siguiente seccién.

® H0, + 0, +Fe?* > 0, +OH +OH + Fe**/**

La mitocondria tiene una serie de defensas que la protegen del estrés oxidante, en
este caso, el 0O, es eliminado rapidamente por la enzima Manganeso Superdxido
Dismutasa (MnSOD) que es especifica de la matriz mitocondrial y se expresa en
condiciones de estrés, a diferencia de la Cobre-Zinc Superdxido Dismutasa (CuZnSOD)
que principalmente es citosdlica y constitutiva. La MnSOD cataliza la dismutacién del
superdxido al perdéxido como se muestra en la reaccion (F-G).

' Mn¥* + 0, < [Mn3-0," 1> Mn?* + 0,

G Mn**+ 0, < [Mn?*-0, "]+ 2H* > Mn®* + H,0,

Se han reportado alteraciones en la regulacién de la MnSOD en la EA. En el
estudio de De Leo et al. [28] se encontrd un aumento en los niveles del mRNA de la
MnSOD en linfocitos de pacientes diagnosticados con EA, lo cual no necesariamente
representa un factor primario de la patologia, sino que sirve como un marcador periférico

de estrés oxidante, contribuyendo al mismo tiempo a la patofisiologia de la enfermedad.

En condiciones fisioldgicas, ocurre también otro tipo de dismutaciéon no enzimatica,
espontanea, cuando el superodxido y la forma protonada del anién superdxido (HO, ) se

encuentran en concentraciones similares (reaccidon H). No resulta ser predominante, ya

10



que a pH fisioldgico, su tasa es varios oérdenes de magnitud menor que la de la

dismutacion enzimatica [26].
H) Ozl_+ HO, ™ + HY <& H,O, + O,

Asi como este es un mecanismo para evitar la acumulacion de superdxido, tiene la
desventaja de convertirse también en una reacciéon que promueve la formacion del radical
hidroxilo (OH") a partir de peroxido (reaccion E), que es uno de los radicales mas
reactivos pues tiene la capacidad de reaccionar con practicamente todas las biomoléculas
que se encuentran a su alrededor [19]. De esta manera, una vez que los sistemas
antioxidantes fallan y se altera la homeostasis redox celular, es dificil encontrar
mecanismos capaces de interrumpir la serie de reacciones que dan lugar al estrés

oxidante.

Peroxido de hidrégeno (H>0.)

El peréxido de hidrégeno es una especie reactiva del oxigeno, no radical, estable, sin
carga y facilmente difusible. También funciona como segundo mensajero y su generacion
en el cerebro es alta. Uno de sus blancos mas importantes es la enzima gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa y al oxidarla, bloquea la glicdlisis interfiriendo con el metabolismo
energético celular [19]. Tiene importantes funciones (revisadas en [29]) en la regulacién
de la defensa del organismo ante agentes patdgenos, biosintesis oxidante, proliferacion y
supervivencia celular, eventos vasculares y otra serie de cascadas de senalizacién. Asi
mismo, es posible que esta ERO sea la encargada del incremento global del dafio oxidante

[30].
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Existen dos fuentes principales de generacion de perdoxido de hidrégeno, la
enzimatica, que involucra diversas oxidasas, como la superdxido dismutasa y la xantina
oxidasa, y la no enzimatica como la autooxidacion de las catecolaminas o la reaccién (H)
mostrada anteriormente. De la misma manera, cuando se unen 2e” a una molécula de
oxigeno y ésta a su vez, acepta 2H"* se forma perdxido de hidrégeno. La formacion de

esta ERO también se ha asociado a la cadena transportadora de electrones.

La via del dafio oxidante causado por el perdxido de hidrogeno mas aceptada en la
actualidad es la reaccion de Fenton (reaccion J), que se refiere a la oxidacion de sustratos
organicos por el peréxido de hidrogeno y Fe(II), que puede ser catalizada inicialmente por
superdxido y Fe(III) (reaccion I) [19,31]. Esta reaccion es un ejemplo del dafio celular

causado por el radical hidroxilo, catalizado por metales de transicion.

En presencia de perdxido y Fe?* se forman el radical hidroxilo capaz de oxidar a una gran
variedad de moléculas organicas. Otros metales de transicion, como el Cu(lII), son

capaces de llevar a cabo la misma reaccién (reaccion K-L) [20].

DoFe + 0, > Fe* +0;

D Fe* + H,0, >Fe’* + OH  + OH

K'cu* + 0, > Cut +0,

Dcut + H0, > Cu?* + OH  + OH
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La reaccion de Fenton genera el radical OH’, siendo éste una de las moléculas
mas oxidantes, capaz de reaccionar con todas las biomoléculas de manera rapida. Uno de
los dafios mas importantes que produce son los rompimientos de doble cadena del DNA

que las células no pueden reparar facilmente [20,31].

El H,O, mitocondrial es eliminado principalmente por la GSH-Px, y el H,O, que
difunde lo es por la CAT, que se encuentra en los peroxisomas. Esta Ultima enzima esta
presente en todos los tipos celulares de mamifero y se encarga de la descomposicion del

peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno [32].

La glutation peroxidasa cataliza la reaccion de perdxido de hidrogeno con glutation
para formar disulfuro de glutation y agua. La accidén de esta enzima es complementaria
con la catalasa y se encuentra principalmente en el citosol y una pequefia cantidad en la

mitocondria.

La CuzZnSOD, la GSH-Px y la CAT son las tres enzimas principales involucradas en
la proteccion celular del dafio oxidante causado por las ERO. Asi como se ha visto
aumentada su expresion en cerebros de pacientes con EA, también se ha reportado un
incremento significativo de estas tres enzimas en los eritrocitos de pacientes
diagnosticados con EA comparados con los controles de su misma edad [33]. Lo
mencionado anteriormente, demuestra la importancia de estudiar los procesos oxidantes

asociados a la EA.
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Generacion de ERO por complejos BA-Cu

Como se vera mas adelante, se ha propuesto que la generacion de las ERO por los
péptidos beta amiloide (BA) es a través de la quimica de los ciclos redox de algunos
metales [34]. De acuerdo con la evidencia encontrada hasta el momento, Hureau vy Faller
[35] crearon un diagrama de los ciclos redox que lleva a cabo el cobre coordinado a los
BA, para ejemplificar las vias y los tipos de especies que se producen en estos procesos y
que podrian contribuir al dafo neuronal. En la FIGURA 1 se puede observar que los
productos finales de este ciclo son OH™ y OH . Segun el trabajo antes mencionado, que
resume lo revisado por Smith et al. [36], estas especies se generan mediante distintos
pasos que involucran tres reducciones del ion Cu(Il) (pasos 1, 3 y 5) y las reducciones
sucesivas de O,a O, (paso 2)y de éste a H,0, (paso 4), a partir del cual se generan el
radical hidréoxido y el ion hidroxilo. El paso 1b, se salta la produccion de superodxido y la
reduccion del O, se da no por le sino por 2e” generando directamente H,0,, paso que
pareciera ser termodinamicamente mas favorable que su produccion mediante el

intermediario superoxido.

&
Redcolomde Dismutacion espontanea
Fenton Cu?*-AB ;_»1 CU+'_A[3
OH + OH' V2 0," + 2H*
2%, 02.' A‘-’ H202
HO2—/6 1po,+H
h F 1. Posibl i d
Cu*-AB 1/12 H,0, Cu2*-AB IGURA 1. Posibles mecanismos de

produccion de ERO por los complejos

BA-Cu. La flecha punteada

3 corresponde  a una reaccion

$ 4 e termodindmicamente desfavorable.

e HO2, O, + 2HY Los electrones son donados por

agentes reductores. (Modificado de [35]).

14



Existen también otro tipos de modelos, como el propuesto por Opazo et al. [37]
que sugieren que la generacion de H,O, por los complejos BA-Cu* se produce gracias a
que el BA funciona como donador de e mediante el grupo sulfuro de la metionina que se
encuentra en la posicion 35 y que un agente reductor posteriormente reconstituye al
péptido radical. Sin embargo, no se ha llegado a una conclusidén hasta el momento, ya
que existen estudios contradictorios en los que se observa que el BA tiene la capacidad de

atrapar radicales, incluso en presencia de cobre y agentes reductores [38].
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Enfermedad de Alzheimer

Clasificacion y descripcion general

Las demencias son una serie de patologias causadas por diversos desordenes progresivos
que afectan la memoria, el comportamiento y el pensamiento. Las personas que las
padecen ven significativamente disminuida su capacidad de interaccién y la realizacion de
sus actividades diarias. Generalmente su padecimiento estda asociado con el
envejecimiento. Se debe poner especial énfasis en los adultos mayores de 65 afos, ya

que el riesgo de padecerlas, a partir de esta edad, se duplica cada cinco afios [39].

La EA pertenece a las llamadas amiloidosis cerebrales [40]. Las amiloidosis son el
término que designa las enfermedades en las cuales hay depodsitos de fibrillas proteicas de
5-10 nm (amiloides) que se acumulan progresivamente en los espacios extracelulares de
los tejidos y en su vasculatura. Estos filamentos estdn compuestos generalmente de

fragmentos proteoliticos [41].

La EA es el tipo de demencia asociada con la edad, mas comun de la actualidad.
Es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza, en etapas tempranas, por una
pérdida de la memoria a corto plazo. Los sintomas tardios incluyen un declive global
progresivo de las capacidades cognitivas y de memoria, confusién, cambios en la
personalidad y de la conducta, perturbaciones del lenguaje, retraccién y alucinaciones. Su
duracién aproximada es de entre 8-10 afos con un intervalo de 1-25 y la muerte

generalmente se da por malnutricion, inanicion o neumonia [42].

Este padecimiento es, hasta la fecha, irreversible y afecta a mas de 35.6 millones
de personas a nivel mundial. Se espera que esta cifra casi se duplique para 2030 seguin

estudios de la Alzheimer’s Disease International (2010), por lo tanto, esta enfermedad
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representa uno de los problemas en el ambito de la salud, a nivel social y familiar, mas

importantes de estos tiempos.

Antecedentes

La EA fue descrita por primera vez en 1906 por el
psiquiatra aleman Alois Alzheimer en su trabajo
titulado «Acerca de una peculiar enfermedad de la
corteza  cerebral» publicado en Ila revista
Neurologisches Centralblatt. Posteriormente fue
nombrada «Enfermedad de Alzheimer» por Emil
Kraepelin. Alzheimer reporta el caso de una
enfermedad psiquidtrica inusual, con cambios
histomorfolégicos especificos en el cerebro de una

mujer de 51 afios de edad, llamada Auguste Deter

[43] (FIGURA 2). Esta paciente acude al hospital

psiquiadtrico presentando signos de celos hacia su

FIGURA 2. Fotografia: Auguste Deter.
Noviembre de 1902. (Tomado de [43]).

esposo y rapidamente presenta un deterioro de la memoria y del comportamiento, siendo

incapaz de orientarse en el tiempo y en el espacio, comprender situaciones y recordar los

objetos que le son mostrados [44].

Con la descripcidon de este caso se inicid la caracterizacion de esta enfermedad,

que mas de cien anos después no ha sido completamente comprendida. Es de gran

importancia actual debido al creciente envejecimiento poblacional al que nos estamos

enfrentando, gracias al rapido incremento en la esperanza de vida, tanto en paises
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desarrollados como en vias de desarrollo. Es un enorme reto para las sociedades actuales

asegurar el adecuado cuidado de estos pacientes y buscar tratamientos efectivos.

Factores de riesgo

El primer factor de riesgo para padecer esta enfermedad es el envejecimiento, el segundo
es la historia familiar del padecimiento. Para su estudio, se ha clasificado en EA familiar
(EAF) y EA esporadica (EAE), dependiendo del origen del padecimiento y en EA de inicio
precoz (EAIP) y EA de inicio tardio (EAIT), dependiendo de la edad de los pacientes en la
que se empezaron a notar los sintomas. Estas clasificaciones no son excluyentes, por lo

que, tanto la familiar como la esporadica pueden tener ambos inicios.

La EAF corresponde al 25% de los casos totales de EA [42]. De éstos, la mayoria
corresponden a la EAIT, que se presenta después de los 60-65 anos de edad y se ha
asociado con la presencia del alelo e4 de la Apolipoproteina E (APOE). Este alelo se
presenta en el 19% de la poblacion con EAF [42] y aumenta la predisposicion a la

acumulacion del BA también en los casos esporadicos de la enfermedad [45].

La EAIP se presenta entre los 30 y 60-65 afios de edad y corresponde al 1-6% de
los casos totales. La EAIP familiar se hereda de manera autosémica dominante y se ha
atribuido a mas de 60 mutaciones en tres genes: en la proteina precursora del amiloide
(APP), en la Presenilina 1 y en la Presenilina 2 (PSEN1 y 2). Estas Ultimas dos proteinas
forman parte del complejo y-secretasa, que interviene en la generacion del BA. El 75% de
los casos totales de EA son esporadicos y se deben a causas desconocidas. Se conocen
algunos factores ambientales de susceptibilidad a la EA (revisados en [46]), como una

edad parental avanzada al nacer, disminucién de los perfiles hormonales en mujeres a
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partir de los 60 afos, fumar, tener sobrepeso y obesidad, padecer diabetes tipo 2, un alto
consumo de grasas animales, traumatismos cerebrales. Asi mismo, la influencia de
cantidades elevadas de aluminio en el agua para beber, de altas concentraciones de
hierro, zinc y selenio en el cerebro , la exposicidon ocupacional a pesticidas, defoliantes y
fumigantes, y la exposicidon a campos electromagnéticos y a solventes, aln se encuentran
en controversia (ver [47]). En la actualidad se proponen multiples factores que
contribuyen a la demencia, pero poco se sabe de la relacién de éstos con los factores

genéticos y su verdadera contribucién en el desarrollo de la EA.

Las mutaciones que se han caracterizado en la APP se localizan en el dominio
transmembranal o cercanas a la ubicacion del BA [48,49]. Se cree que estas mutaciones
pueden afectar el procesamiento del BA y promover la deposicion del péptido. Asi mismo,
mutaciones en las PSEN 1 y 2 también estan relacionadas con la sobreproduccion de BA
[50], lo que demuestra que este péptido es fundamental en la patogénesis de la

enfermedad.

Histopatologia de la enfermedad

Los tres cambios estructurales mas importantes de esta enfermedad son: 1) la presencia
en el cerebro de agregados extracelulares insolubles del péptido B-amiloide, formando las
llamadas placas amiloides o placas seniles. 2) A nivel intracelular, los ovillos
neurofibrilares formados por la proteina asociada a los microtibulos Tau, hiperfosforilada
y 3) una disminucién significativa del tamafio de la corteza cerebral, causada por la

pérdida neuronal en esta zona.

19



Las placas seniles son lesiones complejas en el neuropilo cortical, compuestas de
varios elementos anormales: un depdsito central extracelular de fibrillas amiloides,
neuritas distroficas alrededor de los anteriores, microglia activa y astrocitos fibrilares [41]
(FIGURA 3). Segun reportes de Armstrong et al. [51,52], la composicion tanto de los ovillos
neurofibrilares como de las placas seniles es compleja, ya que estd dada por multiples
proteinas, de las cudles, al menos se conocen seis en comun en ambos tipos de
agregados: BA, Tau, Apolipoproteina E (ApoE), el complejo de ataque membranal (MAC),

P-amiloide, factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF). Se sugiere que la relacion

FIGURA 3. Lesiones neuronales clasicas de la Enfermedad de Alzheimer
mostradas mediante la tincion de plata modificada por Bielschowsky.
(Tomado de [41]).

La imagen representa una seccion de 6 uM de la amigdala de un hombre de
69 afios con 6 afos de historia de demencia progresiva. Los ovillos
neurofibrilares ocupan gran parte del citoplasma de las neuronas
piramidales seleccionadas (tincién oscura), en contraste con el citoplasma
de neuronas adyacentes, citolégicamente normales (café aureo) [flechas].
En el centro, una placa senil conformada por grandes depdsitos
extracelulares compactos de BA [A] rodeada por un halo de neuritas
distréficas [cabezas de flecha]. Axones y dendritas alterados se encuentran
presentes en estas placas neuriticas. Microglia reactiva y astrocitos fibrilares
asociados con estas placas no se ven. El borde de una segunda placa
neuritica se ve en la esquina inferior derecha. Barra = 50 um.
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entre la generacion anormal del BA y la patogénesis de la EA es mucho mas compleja de
lo que se cree, ya que existen diversos factores asociados a la generacién de las lesiones
antes mencionadas, como factores genéticos y la degeneracion neuronal, o que ocurren

como consecuencia de un evento primario desconocido.

Morfoldgicamente existen tres tipos distintos de placas seniles (PS) con
caracteristicas y composicion molecular diferente. Las que han sido caracterizadas hasta
el momento son las placas difusas o pre-amiloides, que contienen la APP sin el carboxilo
terminal, y oligbmeros BA1-42/43, entre otras proteinas. Las placas primitivas o
neuriticas, que contienen a la APP completa y BA1-42/43, y las clasicas o densas, que
contienen un nucleo de BA1-42/43 y BA40, asi como una cantidad considerablemente
mayor de proteinas [52]. Se conoce que la densidad de los depdsitos primitivos y clasicos
correlacionan con la severidad del estado intelectual [53]. Pareciera existir una evolucion
temporal de la formacion de las placas seniles que conlleva a un dafio neuronal mayor. La
generacion anormal del BA1-42/43 es el principal factor que contribuye a la progresion de
la enfermedad. Sin embargo, esta hipdtesis es controversial, ya que en realidad no se

conoce la lesién primaria de la EA.

En la generacion de las PS intervienen diversos componentes que tienen que ver
con la degeneracién neuronal como, por ejemplo, la desconexion sinaptica, la
degeneracion neuritica, la astrogliosis y la microglia activa, etc. [52]. Esto explica la
presencia de una gran variedad de proteinas implicadas en diversos procesos celulares,
neurotransmisores y metales en las PS. El péptido BA1-42/43 es el mayor constituyente
de las placas [52] y su presencia se asocia con el efecto de una mutacién que conlleva a
la acumulacién de este péptido. Fisioldgicamente, el que mas se produce es el BA1-40

(90%) [54] y se encuentra soluble, predominantemente en fluidos bioldgicos [55], por lo
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tanto, se ha sugerido que un aumento en la actividad de la y-secretasa es un factor de
riesgo para el padecimiento de EA debido al aumento en la produccion de BA1-42/43

[56].

Otro tipo de componentes de las PS son una serie de proteinas de fase aguda y
asociadas con el sistema inmunoldgico [52], como MAC, proteinas del sistema de
complemento (C3d, C1qg C5, C4p), interleucina 6, entre otras. También se encuentra la
proteina pridnica (PrP), los neurotransmisores acido gama-aminobutirico (GABA) vy el
neuropéptido Y, la enzima acetilcolinesterasa, la hormona somatostatina y la proteina P-
amiloide, que es una glicoproteina producida en el higado, lo que sugiere que la presencia
de ésta en el 90% de las placas seniles esta asociada a una disfuncién de la barrera

hematoencefélica [57,58].

Al existir una gran variedad de elementos que contribuyen a la generacion
temporal de las PS y al desconocerse aun el factor principal que da inicio a esta cascada
de eventos que culminan en la muerte neuronal, es dificil asegurar que la acumulacién del
BA sea la causa primordial de la patologia de la EA. Cabe la posibilidad de que éste
péptido esté enmascarando el o los eventos iniciales que dan lugar a la enfermedad,

debido a sus efectos toxicos secundarios.

Hipoétesis actuales

Basandose en los marcadores neuropatoldgicos antes mencionados, se han generado
diversas hipotesis sobre el inicio de la enfermedad. Una de las mas aceptadas y
estudiadas es la Hipdtesis de la Cascada Amiloide, propuesta por Hardy en 1992 [59]

(FIGURA 4), en la que la degeneracion neuronal es iniciada por el procesamiento anormal de
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la proteina precursora del amiloide (APP), lo que promueve la sobreproduccion,
acumulacion y agregacion del péptido BA1-42, que es el constituyente principal de las PS,
causando una serie de disfunciones, entre ellas, el dafio oxidante y posteriormente la
muerte neuronal. En esta hipotesis, el dafio vascular, la pérdida neuronal, la aparicion de
ovillos neurofibrilares, la inflamacion y la serie de procesos que se alteran en esta
patologia pasan a formar parte de los procesos secundarios generados por la acumulacion

de BA.

Hipotesis de la cascada amiloide

Mutaciones en APP/PSEN1/PSEN2

1 B-amiloide 1-42

Placas seniles Oligomeros

Inflamacién  Astrogliosis Disfuncion
sinaptica

Dano oxidativo Alteraciones
homeostaticas

OQvillos
neurofibrilares

Disfuncion y Déficit de
muerte neuronal peurotransmisores

Enfermedad de Alzheimer

FIGURA 4. Cronologia de eventos que conllevan al dafio
neuronal, segun la hipdtesis de la cascada amiloide.
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Se sugiere también que la acumulacion del péptido puede estar dada por otras causas
desconocidas diferentes a las mutaciones, pero finalmente este péptido es el responsable
del inicio de una cascada de eventos que desencadenan la patologia de la EA e incluso se

encuentra en la EAE.

Hay estudios que aseguran que la deposicién de las placas seniles es posterior a la
presencia de los ovillos neurofibrilares intracelulares [60]. Braak y Braak propusieron en
1991 la hipdtesis de la degeneracion del citoesqueleto neuronal [61], en la cual los
cambios en el citoesqueleto, como la hiperfosforilacion y la agregacién de Tau son los

eventos principales de la degeneracién neuronal y el desarrollo de la EA.

Otro tipo de evidencia sugiere que la enfermedad de Alzheimer inicia a partir de
una falla sinaptica que posteriormente converge en la muerte neuronal [62]. Se ha
caracterizado un amplio déficit de diversos neurotransmisores en la EA, por ejemplo del
GABA, Ila acetilcolina, la serotonina, somatostatina y el factor liberador de Ia
corticotropina. Sin embargo, los sintomas iniciales parecen correlacionar con la pérdida de
las sinapsis glutamatérgicas y colinérgicas. Asi mismo, en estudios realizados en biopsias
de la corteza frontal y temporal de pacientes con EA, de una duracion entre 2 y 4 afios,
se observa una disminucién del 25 al 35% en la densidad sinaptica y del 15 al 35% en el
nimero de sinapsis por neurona cortical [63]. Esta disminucién es mayor a la que se
podria explicar solamente por la pérdida neuronal, lo que lleva a pensar que la pérdida de
las sinapsis es uno de los principales problemas en los inicios de la enfermedad. De la
misma manera, se ha demostrado que existe una correlacion entre la disminucién de las
terminales presinapticas corticales y el aumento de los niveles de BA solubles en un

modelo de ratén transgénico de la APP de 2 a 4 meses de edad. A estos tiempos la
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deposicion de las placas amiloides no ha aumentado [64]. Por lo tanto, se cree que los
oligémeros de BA y no las fibras, son los causantes de la toxicidad sinaptica, pues se ha

observado una correlacion entre el declive cognitivo y la pérdida sinaptica [65].

Sin embargo con en las hipotesis anteriores no es posible explicar la serie de
cambios fisioldgicos generados por la acumulacion de los péptidos en algunas regiones
especificas del cerebro, tomando en cuenta solamente sus propiedades de
autoagregacion. Por esto, Bush y Tanzi [66] han propuesto la hipdtesis metélica de la
enfermedad de Alzheimer, en la que se sugiere que la interaccion del BA con algunos

metales provoca la patogenicidad de estos péptidos derivando en la EA.
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Papel del cobre en el cerebro y su relaciéon con la EA

Los iones metdlicos tienen un papel importante en diversas actividades cataliticas y
estructurales de los sistemas bioldgicos. Son esenciales para las funciones metabdlicas
celulares y, en especial, el cerebro es capaz de concentrar una gran cantidad de metales,
por lo que debe tener mecanismos especializados en mantener la homeostasis metalica
(transporte y almacenamiento) y sistemas de proteinas que no permitan que estos iones

se encuentren libres, ya que son capaces de dafiar distintos componentes celulares.

En los eucariotes, los metales mas abundantes son el cobre, el fierro y el zinc. Al
mismo tiempo, en el cerebro, estos metales son esenciales para diversas actividades
neuronales, como la neurotransmision, la sinaptogénesis, la neurogénesis, el crecimiento
neuritico, la biosintesis de neurotransmisores, la fosforilacién oxidante y el transporte de
oxigeno [67]. Asi mismo, el cobre y el fierro en estado libre, son los principales
generadores de ERO al reaccionar con dioxigeno molecular [20]. Estos metales son
capaces de desencadenar diversas patologias cuando su presencia en este 6rgano se

encuentra alterada.

La pérdida de la homeostasis de los iones metdlicos se ha asociado con la
progresién de diversas enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de
Parkinson, la esclerosis lateral amiotrdéfica, la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y la EA
(revisado en [68])[67,69]. Sin embargo, el papel de los diversos metales en la progresién
de estas enfermedades es aun controvertido, ya que los resultados en la literatura

cientifica son contradictorios.

Un importante punto de control respecto a la modulacion de la concentracion de

metales en el cerebro es la barrera hematoencefalica (BHE). Esta es poco permeable a los
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metales cuando sus niveles fluctian en sangre, y los mecanismos de transporte son
principalmente dependientes de ATP [70]. Perturbaciones que ya se han reportado en
enfermedades neurodegenerativas como la EA a nivel de la permeabilidad de la BHE
[71,72], o del metabolismo energético [73,74], afectan de manera importante algunos
procesos neuronales relacionados con la captacion de metales y son la causa de ciertas
enfermedades con manifestaciones neuroldgicas, como la enfermedad de Wilson* vy la

enfermedad de Menkes®.

El cobre es esencial para algunas enzimas y tiene un papel importante en las
actividades metabodlicas del cerebro, incluyendo la respiracion celular. Sirve como cofactor
para diversas enzimas (como la CuZnSOD) y es importante para el desarrollo neuronal y
en la homeostasis de otros metales. Por otra parte, el cobre en exceso o en forma libre en
el organismo es toxico, ya que es capaz de formar HO ™ que debido a su alta reactividad,
cicla entre dos estados de oxidacién. También se une a diversas proteinas e interfiere con

el equilibrio de otros metales.

El cobre se obtiene de la dieta y es absorbido por el intestino delgado,
posteriormente pasa al higado donde es incorporado a la ceruloplasmina y es secretado
hacia la sangre. Para su transporte al cerebro, la BHE juega un papel importante. Se cree
que el transportador asociado es la ATPasa de tipo P transportadora de cobre (ATP7A)
[70]. La proteina transportadora de cobre 1 (Ctrl) es la que se encarga de transportar el

cobre dentro de las neuronas y los astrocitos [70,75,76].

* Se debe a la mutacion del transportador de cobre ATP7B, provocando la acumulacién de este metal en los
tejidos llevando al dafio celular.

> Se debe a la mutacion del transportador ATP7A, lo que provoca una pobre distribucion del cobre a algunos
tejidos (como el cerebro) disminuyendo la actividad de las enzimas esenciales para la estructura y la funcion
celular.
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La ingesta diaria recomendada de cobre en el hombre y la mujer adultos es de 0.9
mg Y el limite tolerable es de 10 mg/dia [77]. El cuerpo humano de un adulto sano de
aproximadamente 70 kg contiene menos de 110 mg de cobre distribuido en distintas
zonas: 10 mg en higado, 8.8 mg en el cerebro, 46 mg en el esqueleto, 26 mg en musculo

esquelético y 6 mg en sangre [70].

Los dos tipos de reacciones relacionadas con la presencia excesiva de Cu(Il) en el
cerebro, que conllevan a enfermedades neurodegenerativas, corresponden a la
agregacion proteica por la presencia del metal y la desnaturalizacion o dafo proteico a
causa de la oxidacion por el metal [70]. Los péptidos BA tienen una alta afinidad por Cu®*,
Fe** y Zn®* y pueden reducirlos [78]. Estos metales se han visto implicados en la
patologia de la EA, principalmente los iones de Cu y Zn que se sabe que co-purifican con
extractos de las placas seniles [37]. Tanto el BA como la APP tienen sitios de unién a
Cu(II), uniéndolo con alta afinidad (Kd APP= 10 nM) [79], y tienen la capacidad de
reducirlo a Cu(l) in vitro. El dominio de union a cobre (CuBD) de la APP se encuentra en
su extremo amino terminal, en una regidn rica en cisteinas. Esta proteina forma parte de
una familia multigénica cuyo CuBD es similar entre todos los miembros, lo que sugiere la

conservacion evolutiva de su funcion [79].

En especial, los iones de Cu(II) estan implicados en la patogénesis de la EA ya que
son los que aumentan mas en la patologia, encontrandose elevados mas de 4 veces en el
neuropilo de pacientes con EA en comparacion con personas sanas Yy a diferencia del Fe y
Zn que soélo se encuentran elevados al doble [80]. Ademas, en estado dimérico, el BA1-40
une cobre con mayor afinidad que el Zn o el Fe [81]. Asi mismo, el cobre tiene la
capacidad de modificar la agregacién de los péptidos BA [35,82-85] y su presencia es un

factor significativo para la patologia, que incluso, se ha llegado a proponer la Hipdtesis
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Metélica de la Enfermedad de Alzheimer [66] en la que se sugiere que deben existir
interacciones, especialmente con metales de transicion como el Cu y el Zn, que modifican
las propiedades de los péptidos lo cual inicia la patologia. Para esto, Bush y Tanzi se
basaron en el conocimiento de que uno de los cambios mas importantes que se da en el
cerebro con el envejecimiento es el dafio oxidante neuronal previo a la deposicion de BA.
De esta manera el evento primario que desencadena la patologia puede ser un dafio
neuronal distinto de la acumulacién del BA.

A pesar de que se han encontrado altas concentraciones de cobre en las placas
amiloides (~350 uM) [80] a comparacion de la concentracidon extracelular normal en el
cerebro (0.2-1.7uM) (revisado en [36]). Se han caracterizado zonas cerebrales con mayor
concentracion de cobre en individuos normales, como el hipocampo, la amigdala y la
corteza, a diferencia de otras regiones cuya concentracion no se encuentra en el intervalo
de una concentracion micromolar [86]. A su vez, se ha encontrado una correlacién entre
el declive cognitivo de los pacientes con EA y una disminucion de la concentracién de
cobre en el plasma, sin diferencias significativas en su concentracion en el liquido
cefalorraquideo [87,88]. Sin embargo, otros estudios han reportado una disminucién
significativa generalizada del cobre en el cerebro y en zonas especialmente afectadas en
la EA, como la amigdala y el hipocampo [89]. La disminucion de cobre en estas zonas,
cuyo requerimiento del metal pareciera ser mayor, correlaciona con las zonas en las que

se encuentra mayor atrofia cerebral en los pacientes con EA, como se vera mas adelante.

El cobre tiene dos estados de oxidacion que permiten la transferencia de
electrones y por lo tanto este metal es esencial en la quimica de los ciclos redox de los
complejos BA-Cu y en la activacidon del dioxigeno molecular. Al parecer, estos ciclos son la
base de la generaciéon de las ERO y es probable que estos péptidos sean capaces por si

mismos de llevarlos a cabo, pero también se sabe que la presencia de agentes reductores
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externos, como el acido ascérbico es fundamental para este proceso. Asi mismo, éstos
agentes se pueden unir a las proteinas y facilitar la generacién de las ERO mediante la
reaccién de Fenton (reaccién O) [36] y también promover la formacion del H,0,. A su

vez, el radical amiloide formado puede formar productos de oxidacién [30].

La presencia del ascorbato [90] junto con los complejos PBA-Cu®*, tanto
oligoméricos como fibrilares, facilita la reduccion del oxigeno molecular generando como
principal producto perdéxido de hidrégeno (reaccién P-R). Asi mismo, el ascorbato es
capaz de reducir los complejos BA-Cu?* promoviendo la presencia del cobre en estado de

oxidacion I capaz de reaccionar con el dioxigeno molecular y generar ERO (reacciéon P).

" BA-Cu?* > (BA)-Cu’
............. > N gACUt + 0, > BA-CUZ 40,
9 BA-CU* + H,0, > BA-Cu** + OH™ + OH~
S— P} Ascorbato + BA-Cu?* - Monodehidroascorbato + BA - Cu*

D BA-Cu* + 0, + H* > BA-Cu** + HO,"

R) HO, + Monodehidroascorbato + H* = H,0, + Didehidroascorbato

De estos mismos estudios, se sabe que el cobre (II) unido a los agregados oligoméricos y
fibrilares es menos efectivo que el libre o el unido a los mondmeros para generar ERO, lo
que correlaciona con el papel de los ciclos redox del cobre en el aumento del estrés
oxidante generado por complejos BA-Cu, dependiendo de la accesibilidad del cobre a

moléculas reductoras.
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La presencia de agentes reductores no es el Unico factor que influencia la toxicidad
de los complejos BA-Cu®*. Uno de los mas estudiados es la estequiometria BA-cobre. Se
sabe por ejemplo, que la generacidon de perdéxido aumenta en presencia del BA1-40
cuando su estequiometria es 1:1 [91]. La viabilidad de los cultivos corticales primarios de
raton disminuye ante esta estequiometria del complejo BA1-42, siendo ésta la mas toxica
para las células [92]. Por esta razon, se uso esta estequiometria en este proyecto para
estudiar el efecto del cobre en la produccidon de las ERO por distintos péptidos BA. Sin
embargo, se conoce que en las placas amiloides existe una estequiometria BA<Cu(II)
(revisado en [82]) ya que la concentraciéon de BA1-42 insoluble en cerebros de pacientes
con EA no supera una concentracion de 40 uM [93]. Esta estequiometria favorece la
toxicidad de los complejos BA-Cu(II) [82]. Por otra parte, de acuerdo a Jiang et al. [90],
en condiciones BA>Cu(Il), los radicales hidroxilo no se producen, lo que apoya la
hipotesis del estrés oxidante como un evento temprano en la EA, previo a la acumulaciéon

de BA.

Otro argumento a favor de la hipdtesis de la producciéon de las ERO por los
complejos BA-Cu?*, es la disminucién de la produccién de perdxido inducida por los BA al
ser coincubados con el quelante de Cu/Zn clioquinol (CQ) en cultivos primarios corticales
de raton [94]. Asi mismo, se sabe que el cobre favorece que las placas mantengan su
estructura, ya que al agregar quelantes de metales [95] a placas seniles aisladas de
pacientes con EA, se desestabiliza la estructura B de las mismas. Este quelante también
disminuye en un 50% la acumulacion de BA en el cerebro de ratones transgénicos que
presentan una mutacion en la proteina precursora del amiloide (APP2576) [96]. A este
respecto también existe mucha controversia, pues los estudios de Bayer [97] mostraron

que el CQ reduce la esperanza de vida de los ratones transgénicos que presentan otra
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mutacién en la proteina precursora del amiloide (APP751% ) y la suplementacién con

cobre recupera este efecto.

Actualmente se han hecho estudios clinicos en fase II usando CQ y se observa una
disminucion en los niveles plasmaticos del BA1-42 y un aumento en el Zn [98]. Usando
250 mg de PBT2, un analogo mejorado del CQ, se observé una disminucion de los niveles
del péptido BA en el liquido cefalorraquideo pero no en el plasma. Este farmaco también
fue capaz de mejorar dos parametros cognitivos de la bateria de pruebas
neuropsicologicas [99,100]. Estos resultados parecen similares a los que se han
encontrado con los ensayos clinicos de fase II que utilizan un suplemento de cobre [101]
que produce una disminucion en los niveles del BA1-42 en el liquido cefalorraquideo, pero
sin diferencias significativas en las pruebas cognitivas. El funcionamiento de estos
quelantes parece promover la movilizacion del cobre y, de esta manera, se vuelve
accesible a zonas deficientes en este metal, contrarrestando en cierto grado el deficiente

transporte de Cu por la APP en la EA [102].

Otra propiedad de los péptidos BA que puede influir en la afinidad con metales es
su longitud. Parece que ésta no interfiere con la afinidad al cobre o que su efecto es
minimo vy la afinidad por cobre no se ve modificada por el estado de agregacion en el que
se encuentra el péptido [86], por lo tanto se sugiere que el sitio de unién al metal no es el
mismo que el requerido para su fibrilacion, por lo que no existe interferencia entre
ambos. Sin embargo, estudiando la cinética de agregacion de diversos fragmentos como
el BA1-16, BA1-28 y BA1-40 [82] se ha encontrado que estos dos Ultimos disminuyen su
tasa de agregacién en presencia del cobre, debido a la estabilizacién del complejo BA-
metal. El BA1-16 no se modifica en este aspecto ya que no contiene la secuencia

hidrofébica (LVFFA) que es critica para la formacion de fibrillas [103]. Asi mismo, se
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observo un efecto en la agregacion de los péptidos BA1-40 y BA1-42 dependiente de la
concentracién del Cu(Il) y de la estequiometria BA-Cu, en la cual, la disminucion de las
estructuras fibrilares correlacioné con un aumento en la concentracion de Cu(II).

En la actualidad, existe suficiente evidencia de que los iones metalicos estan
relacionados con el mecanismo de estrés oxidante de los péptidos BA [36] y se ha
considerado el BA como una metaloproteina, con su sitio de unién para el cobre en los
primeros 16 residuos. Hasta la fecha, se han generado dos modelos de coordinacion del
péptido con Cu(Il) [86] (FIGURA5), uno que involucra a tres histidinas, en las posiciones 6,
13 y 14, y el grupo COO~ de un acido aspartico en la posiciéon 1. El otro involucra la
coordinacion del Aspl mediante su amino-terminal y el grupo carboxilato y dos de las tres
histidinas antes mencionadas, la 6 y la 13/14. Recientemente, un estudio espectroscopico
de El Kohury et al. [104] apoya el modelo de coordinacion de las tres histidinas en el
fragmento BA1-16, pero debido a que la coordinacién es dinamica dependiente de la

temperatura y el pH, no se ha logrado establecer con exactitud el modelo.

FIGURA 5. Modelos de las esferas de coordinacion mas probables del péptido BA con el Cu(ll).
Panel izquierdo: N-term, His6, His13 o His14, Asp1-COO". Panel derecho: His6, His13, His14,
Asp1-COO). (Tomado de [86]).
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Asi mismo, se considera que tanto la APP como la BA pierden su funcion de
regulacion de la homeostasis metdlica y de prevencién de la oxidacion en la patologia de

Alzheimer [105], mecanismos que se sugieren son la funcidon bioldgica de estas proteinas.

Finalmente, existe una gran controversia sobre el verdadero papel de Ia
agregacion de los péptidos BA. En diversos estudios (revisados en [82]) se ha demostrado
que el Cu(Il) es capaz de promover la oligomerizacién o la agregacion del BA por la via no
amiloidogénica e incluso llega a inhibir la agregacion del BA. Es por esto, que resulta
interesante estudiar la funcion que tienen estos complejos y conocer las propiedades que

pueden contribuir a la degeneracion neuronal.
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Péptidos B-amiloides

Los péptidos beta amiloides son polipéptidos de 4 kDa que han sido asociados con la
patologia de la EA ya que son uno de los principales componentes de las lesiones
encontradas en el cerebro de los individuos que padecieron esta enfermedad [106], sin
embargo también se encuentran en liquido cefalorraquideo vy sangre periférica de

pacientes e individuos sanos (revisado en [107]).

Se generan a partir de la proteina precursora del amiloide (APP) a través de dos
cortes enzimaticos secuenciales. La APP es una glicoproteina transmembranal que se
expresa abundantemente en el cerebro y que se encuentra en todas las células de
mamiferos. Su gen se encuentra en el cromosoma 21 en los humanos, tiene un dominio
amino terminal extracelular muy largo y uno carboxilo terminal intracelular corto. La
secuencia del BA se encuentra entre el dominio transmembranal conformada por 15
aminoacidos y el dominio extracelular conformado por otros 28 amino acidos. La APP
tiene dos vias de procesamiento catabdlico [108] (FIGURA 6), uno es el no amiloidogénico,
en el que la proteina es procesada secuencialmente por dos secretasas en la membrana
celular, la a-secretasa que libera al espacio extracelular el fragmento APPsa y la y-
secretasa que corta en el dominio transmembranal liberando otro fragmento llamado p3.
En la via amiloidogénica, las moléculas de APP son internalizadas y cortadas en
compartimentos endociticos por la B y la y secretasa, generando el péptido BA, que

posteriormente es secretado al espacio extracelular [109].

Se ha demostrado que la APP es una proteina reguladora de la homeostasis del
cobre neuronal usando ratones knockout para esta proteina. Los ratones presentan

niveles elevados de cobre en la corteza cerebral, caracteristica que desaparece
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FIGURA 6. Procesamiento proteolitico de la APP por las secretasas.

La APP es una glicoproteina transmembranal del tipo I. La mayoria de ella es procesada por la via no
amiloidogénica (flecha gruesa). La APP es cortada primero por la a-secretasa dentro del dominio del
BA (region oscura) dando lugar a la secrecion de APPsa sin generar BA. El fragmento carboxilo
terminal (CTF) anclado a la membrana es cortado por la Y secretasa dentro de la membrana,
liberando el péptido p3 y el dominio intracelular de la APP (AICD). De manera alternativa, la via
amiloidogénica (flecha delgada) se genera cuando la APP es cortada primero por la B-secretasa,
produciendo la APPsB. BA y AICD se generan con el corte por la y-secretasa del fragmento B-CTF

retenido en la membrana. Las tijeras indican los sitios de corte de las secretasa o B y Y. (Modificado de
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sobrexpresando la APP [110,111]. También se sabe que el cobre modula el corte
proteolitico de la APP, ya que al aumentar las concentraciones de cobre se reduce la

produccion de BA en células ovaricas de hamster chino [112,113].

Las dos formas fisiolégicas mas comunes de los péptidos beta-amiloides son el
BA1-40 (90%) y el BA1-42 (10%) [70]. Estos ultimos son llamadas BA largos y se
agregan mas facilmente que los cortos. Se cree que son los principales causantes de la
patologia, ya que se encuentran en mayor cantidad en el cerebro de los pacientes que
tuvieron EA familiar [114]. A pesar de la pequefia diferencia estructural, estos péptidos
presentan diferencias en cuanto a su funcién bioldgica. Asi mismo, se sabe que la tasa de
BA1-42/BA1-40 aumenta con la edad. El BA1-42 es el principal componente de las placas
amiloides y es mas propenso a la agregacion por la presencia de los dos residuos
terminales hidrofobicos [86]. Se sugiere que la agregacion del BA1-42 es la causante de
la progresidon de la enfermedad y que la acumulacién de estos agregados es dafina para

el cerebro [115].

La formacién de las fibras amiloides sigue el modelo de polimerizacion dependiente
de nucleacion (FIGURA 7) en un proceso de dos fases. La primera fase es de nucleacién, en
la que los mondmeros presentan cambios conformacionales que les permiten asociarse y
formar un nucleo oligomérico. La segunda fase es de elongacion, en la que los nucleos
crecen rapidamente por la adicion de mondémeros y forman fibrillas. La fase de nucleacion
es termodinamicamente no favorable y ocurre de manera gradual, mientras que la fase
de elongacion es un proceso mucho mas favorable y ocurre rdpidamente [116].

La toxicidad de los BA ha sido dificil de elucidar debido a que su agregacién in vivo
genera diversas especies: mondémeros, oligdmeros solubles, oligdmeros insolubles,

fibrillas amiloides, etc. Algunos estudios han demostrado que el BA soluble no es téxico y
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que al formar las fibrillas adquiere las propiedades dafiinas [117] y que los agregados
amorfos no son neurotoxicos (revisado en [118]). La evidencia actual apunta a que las
especies mas perjudiciales son los intermediarios oligoméricos [119,120] y no las
protofibrillas o las fibras agregadas. La teoria es que los péptidos BA se generan en
respuesta a la degeneracion celular [52] y debido a que el estrés oxidante es una
caracteristica temprana de la EA, se cree que el factor involucrado en el dafio son los BA
en su etapa inicial de agregacién, en la que la especie predominante son los oligémeros

solubles [121].

A Nucleacion Elongacion
‘Q

e
Mondmero Dimero Oligomero Niicleo
’ AB Configuracion 6ptima
¢ Jon metilico Para la generacion de ERO Protofibrilla Fibrilla
B 0, +2H* H,0;
\Ze}
Mm” Ml
o M” \ M7+1

Mecanismo de formacion
de H202

FIGURA 7. Modelo de polimerizacidon dependiente de la nucleacion de los péptidos B-amiloide.
Los oligdmeros solubles junto con sus iones metdlicos con actividad redox son potenciales
responsables de la generacién del H,0,. A) Etapas de agregacién del BA suponiendo que los
oligdmeros solubles tienen una sola via para la formacion de fibrillas. La configuracién éptima
para la generacion de las ERO podria ser en la etapa de oligdmero. B) Mecanismo propuesto
para la generacién del H,0,. En este caso M"y M representan Cu(l) y Cu(ll). La generacidn
del H,0, requiere la transferencia sincronizada de dos electrones de los iones metalicos
unidos. (Modificado de [30]).
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Se tiene conocimiento de que los BA tienen la capacidad de generar ERO. Los
estudios de Behl et al. [24] sugieren que estos péptidos pueden generar un aumento en
los niveles del H,0, vy, en especial, cuando también existe la interaccidon de esta especie
con metales como el Fe y el Cu genera ademas, ERO altamente tdxicas [122]. Asi mismo,
se ha demostrado que la adicion de catalasa a los cultivos celulares previene la
acumulacion del H,0, por BA, lo que indica que estos péptidos juegan un papel
importante en la regulacién de esta especie (revisado en [36]).

Las propiedades redox del BA lo pueden hacer funcionar tanto como antioxidante
como prooxidante dependiendo de las condiciones en las que se encuentre. En ausencia
de una fuente donadora de electrones, los BA son capaces de donar e, resultando en la
formacion de un cation radical del péptido que es capaz de promover el ciclo redox de los
metales que se encuentren unidos a él. Este Ultimo también puede funcionar como un
agente generador del dafo oxidante. Estos resultados también son controvertidos ya que
se ha visto que los complejos BA-Cu generan menos perdxido de hidrogeno y OH™ que el
cobre libre (revisado en [35]). Asi mismo, se ha demostrado en trabajos de varios
grupos, que existe una relaciéon entre la produccion de los péptidos y el estrés oxidante y
viceversa (revisado en [8]). Se cree que esta interrelaciéon de dichos procesos es el
principal promotor del dafio neuronal en el envejecimiento. Se ha llegado a encontrar el
péptido BA oxidado en las placas amiloides [95], lo cual involucra claramente al estrés
oxidante con la progresion de la EA.

Existe cierta controversia alrededor del papel de la agregacién de estos péptidos
en la EA y hay estudios que apoyan la hipdtesis de que las fibrillas amiloides son las
causantes de las anormalidades en las neuronas prdoximas a las placas seniles [123].

También hay trabajos realizados en un modelo de ratén, que describen que los cuerpos
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neuronales de las células que se encuentran alrededor de las placas son

morfoldégicamente normales, a pesar de existir una severa distrofia de sus axones [124].

Actualmente no estd claro si el dafio cognitivo global que presentan los pacientes
con EA se debe a los procesos bioquimicos y metabdlicos que son afectados por los BA
[125]. De manera sorprendente y contrario a los estudios mencionados anteriormente,
también se ha encontrado que el aumento en la deposicién de los BA correlaciona con una
disminucion en el dafio oxidante en los cerebros de los pacientes con EA [11]. Es posible
que la produccion acelerada de los BA sea un mecanismo compensatorio para reducir la

toxicidad de las ERO generadas por otro tipo de dafio neuronal.

Se sabe que los distintos péptidos y fragmentos amiloides tienen un diferente
efecto toxico y que el grado de toxicidad puede estar relacionado con el estado de
agregacion de los mismos [123]. Asi mismo, la metodologia de sintesis, purificacion,
agregacion de los péptidos, vehiculo usado, concentracién y modelos usados difieren
mucho de un estudio a otro, por lo que resulta dificil obtener conclusiones contundentes
sobre la toxicidad de los BA. La caracterizacion de las propiedades de los fragmentos
amiloides ha sido una tarea muy complicada y actualmente existen en la literatura
cientifica una gran cantidad de resultados divergentes respecto a las propiedades de los

BA, en gran parte debido a las diferentes metodologias usadas para su estudio.

Asi mismo, se han propuesto una gran cantidad de mecanismos por los cuales
estos péptidos son neurotdxicos, por ejemplo: la formacién de fibrillas, la presencia de
oligdmeros solubles, interaccidon con canales iénicos, despolarizacidn membranal, estrés
oxidante, formacién de poros, dafio endotelial, interaccién con Tau, unidén con enzimas
antioxidantes y actividades mediadas por receptores especificos. Muchos de estos
procesos son dependientes del estado de agregacion del los péptidos [94,126].
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Caracteristicas de los fragmentos usados

Para este proyecto, se usaron cuatro fragmentos del péptido BA con propiedades
diferentes. Dos de ellos son fragmentos capaces de formar fibrillas (1-28 [127] y 1-40),
ya que, como se muestra en la FIGURA 8, contienen la secuencia hidrofobica critica para la
fibrilacion. El fragmento truncado 1-16 no tiene tendencia a la agregacién o a la
formacion de fibrillas [86], por lo tanto se vuelve un modelo del péptido BA soluble y
coordinado con metales [128]. El 1-28 contiene los sitios de unién a metales y se puede
agregar, asi como formar fibrillas pero mas lentamente que las formadas con el BA1-40 y
1-42. Por lo tanto el BA1-28 sirve como modelo del comportamiento de la agregacién y la
coordinacién con metales [86] al igual que el 1-40, siendo en el primero, la formacion de

agregados menos favorable [82].

BA25-35
BA1-16
BA1-28
BA1-40
BA1-42

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

FIGURA 8. Comparacién de secuencias de los fragmentos usados (BA25-35/1-16/1-28/1-40) con el péptido
BA1-42. Aminodcidos involucrados en la coordinacién con cobre (azul), en la generacidon de especies
reactivas de oxigeno (rojo) y en ambos procesos (morado). Secuencia hidrofébica critica para la
fibrilacién (verde). (Modificado de [86,81,103]).

Los fragmentos 1-16, 1-28 y 1-40 contienen el sitio de coordinacién para el cobre,
pero Unicamente el 1-40 es capaz de reducirlo ya que es el Unico que contiene un
ambiente de histidinas para coordinarlo y una metionina en la posicion 35 cuyo grupo
sulfuro es capaz de donar electrones al cobre promoviendo su ciclo redox. Solamente los

fragmentos 1-40 y 25-35 contienen este aminoacido, pero el 25-35 al no contener el
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amino-terminal esencial para la coordinaciéon con el cobre, no presenta actividad redox
por si solo. Las variantes cortas de coordinacién con el cobre 1-16 y 1-28 unen al metal

con una afinidad similar al péptido BA1-42 (revisado en [82]).

En la TABLA 1 se presenta un resumen de las propiedades relevantes para este

trabajo, de cada uno de los fragmentos usados.

Sitio de Sitio de Capaz de Contiene
Secuencia coordinacién | fibrilacion® reducir metionina
con Cu?* ¢ Cu?t

25-35 _----

1- 16 DAEFRHDSGYEVH HQK

DAEFRHDSGYEVH HQKLVFFA
EDVGSNKGAIIGLMVGGVV™?

Fragmento

BA

TABLA 1. Caracteristicas de los distintos fragmentos BA usados en este proyecto.
35IGMA ALDRICH®. °[171]. “[86]. 9[82]. °[38]. ([78].
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Muerte neuronal inducida por el BA

Existe cierta correlacién entre las regiones del cerebro en las que se acumula el péptido
BA y las que contienen células en degeneracién, especialmente la corteza entorrinal y el
hipocampo de pacientes que padecieron EA [129]. Esta correlacion se puede observar
también a nivel subcelular, ya que la inmunoreactividad al BA es mayor en las células
morfolégicamente alteradas. El estudio de LaFerla et al. [130] encontrd la presencia de
neuronas degeneradas en los cerebros de ratones transgénicos que expresaban BA
intracelular y se observaron en estas células caracteristicas morfoldgicas distintivas de la
apoptosis, como una cromatina condensada colindante con la membrana nuclear.
Mediante un método para determinar apoptosis llamado TUNEL, se observd una gran
cantidad de células positivas en la corteza cerebral, en el hipocampo, especialmente en
las regiones CA1, CA2, CA3, en el giro dentado y también en la amigdala. Estas tres
regiones son las mas atrofiadas en los pacientes con EA y se han sugerido como
marcadores clinicos estructurales para diferenciar un envejecimiento normal de una
patologia degenerativa (revisado en [131]) [132-136] incluso en pacientes

presintomaticos [137].

Por lo tanto, se sugiere que la apoptosis es uno de los mecanismos mas
importantes que conlleva a la muerte neuronal en la EA (revisado en [138])[129,139] y
también se tiene suficiente evidencia in vitro que apunta a que la apoptosis es la via

principal de la muerte generada por el BA [140].

La apoptosis esta caracterizada por una serie de procesos celulares. Estos son: la
fragmentacion del DNA, la condensaciéon de la cromatina, el encogimiento celular y el
desensamblaje en cuerpos apoptéticos que posteriormente son engullidos por otras

células [141]. La maquinaria encargada de la apoptosis es un sistema proteolitico de
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proteasas de cisteina (caspasas) que participan en una cascada irreversible,
desencadenada por sefiales proapoptoéticas que resulta en la muerte celular organizada.
La mayoria de estas caspasas son sintetizadas como precursores (pro-caspasas) que al
ser proteolizadas son convertidas, por otras proteasas o mediante autoprotedlisis, a la
forma activa de la enzima. Las proenzimas contienen tres dominios: uno amino-terminal,
una subunidad grande (20 kDa) y una subunidad pequefia (10 kDa). Para que se dé la
activacion de las caspasas, es necesario el procesamiento proteolitico entre los dominios y
la asociacion de las subunidades grande con la pequefia formando un heterodimero
[141].

Existen dos vias apoptoticas, la extrinseca, a través de receptores de superficie
celular y la intrinseca, que se inicia a nivel mitocondrial [142]. En la extrinseca un efector
(Fas-L/TNF-a/TRAIL) se une a su receptor (Fas/TNF1/TRAIL) e inicia una serie de
interacciones entre proteinas que forman un complejo llamado DISC, conformado por
FADD/pro-caspasa-8 o 10. Este complejo promueve la activacion de estas caspasas
iniciadoras que a su vez activan a las caspasas efectoras como la 3, 6 y 7, que causan la
muerte neuronal mediante la protedlisis de los componentes celulares. La via intrinseca se
activa por estimulos intracelulares. La mitocondria recibe una sefial apoptédtica, lo que
origina que las proteinas proapoptdticas como Bax se oligomericen e inserten en la matriz
mitocondrial externa permeabilizandola y permitiendo que el Citocromo c (CitC) y el
Factor inductor de la apoptosis (AIF) se liberen al citoplasma. Ahi, el CitC une el Factor
activador de proteasas 1 (Apaf-1) causando su oligomerizacion y promoviendo el
reclutamiento de la pro-caspasa iniciadora 9. Este complejo es llamado apoptosoma. La
caspasa-9 es activada y, a su vez, activa las caspasas efectoras como la 3 y la 7,

causando la muerte neuronal. AIF migra al nlcleo y promueve la condensacién de la
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cromatina y la fragmentacion del DNA [143] de manera independiente de la activacion de
caspasas.

Existen diversos reportes que indican que el BA induce algunos cambios celulares
que son caracteristicos de la apoptosis (revisado en [50,144])[140]. Asi, se ha sugerido
que las caspasas juegan un papel importante en la muerte neuronal inducida por BA. Se
sabe que estos péptidos son capaces de promover la apoptosis tanto por la via intrinseca
como por la extrinseca [50]. El punto de convergencia de ambas es la caspasa-3, cuya
expresion se ha encontrado aumentada en los cerebros de pacientes que tuvieron EA, lo
cual no se observa en el envejecimiento normal [145]. Asi mismo, la caspasa-3 es capaz
de cortar a la APP promoviendo la deposicion de placas en la EA [146]. Por esto se ha
sugerido que la activacion del mecanismo de muerte es fundamental para la progresion
de la enfermedad. Esto se ha demostrado también con diversos inhibidores de caspasas
que son capaces de bloquear la muerte de las neuronas del hipocampo cultivadas e
inducida con el BA25-35 [147]. En un estudio de Harada et al. [144] se demostrd que
tanto el BA25-35 como el BA1-40 y el BA1-42 son capaces de aumentar la actividad de la
caspasa-3 en cultivos corticales primarios mixtos de rata, siendo el 25-35 el que mas la
activa, luego el 1-42 y después el 1-40. La activacidon por estos dos Uultimos es
dependiente de su concentracion.

Asi mismo, se ha encontrado aumentada la expresién de los factores anti y
proapoptéticos como Bcl-2, Bcl-x, Bak y Bad en la corteza temporal de los pacientes con
EA [148], siendo Bad y Bak los que contribuyen a la muerte neuronal asociada con la
enfermedad vy, probablemente, Bcl-x y Bcl-2 funcionando como un mecanismo

compensatorio.
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El aumento en la susceptibilidad a la muerte neuronal y al estrés oxidante son
caracteristicas presentes en la EAE y en la EAF [50]. Es posible que las neuronas
sometidas a estimulos oxidantes mueran por un proceso apoptético desencadenado en
parte por las ERO [23]. Se sabe que la muerte apoptdtica se puede deber al dafio
oxidante [149] y a que las ERO son capaces de promover la redistribucion del CitC en
diversos tipos celulares (revisado en [142]). Se ha sugerido que el H,O, es uno de los
principales ejecutantes de la muerte neuronal [24] (y revisado en [138]) y que puede
contribuir a la sefializacion apoptética en la EA [78], probablemente por la via
mitocondrial, ya que este organulo es particularmente susceptible al dafo oxidante y se
ha encontrado alterado en el cerebro postmortem de pacientes con EA [22].

Mas argumentos a favor de la muerte apoptética dependiente de las ERO
producidas por el BA es el estudio de Liu et al. [150], quien encontré un compuesto capaz
de proteger a las células PC12 de la muerte neuronal mediante la prevencién de la
disfuncién mitocondrial y el estrés del reticulo endoplasmico inducidos con el BA25-35.
Otros estudios sugieren que el BA1-40 es critico para la EA y la forma agregada induce la
muerte neuronal in vitro a diferencia de la no agregada en cultivos corticales primarios de

rata [138].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cerebro es el 6rgano con el mayor metabolismo aerdbico de todo el cuerpo. Con el
envejecimiento el metabolismo oxidante se altera, lo que activa vias de dafo y muerte
celular que pueden contribuir al desencadenamiento de diversas patologias como la EA.
Esta enfermedad es un desorden neurodegenerativo progresivo, que se caracteriza por un
deterioro cognitivo global y se estima que es la forma mas comun de demencia asociada
con la edad. Una de sus caracteristicas histopatoldgicas mas importantes es la presencia
de placas amiloides, formadas por agregados extracelulares insolubles del BA en el
cerebro de los pacientes.

Los péptidos BA mas comunes estan compuestos por 39-42 residuos y se originan
del corte proteolitico de la APP. Contienen dominios de unién a algunos metales de
transicién, como zinc, hierro y cobre, que al unirse, modifican las propiedades de
agregacion de los péptidos [35]. También se altera la homeostasis metalica con el
envejecimiento celular, por lo tanto, se ha sugerido que la produccién de ERO por los
péptidos BA y su interaccion con los metales es uno de los principales ejecutantes del
estrés oxidante observado en esta enfermedad [36,151] y por consiguiente del dafio y
muerte neuronal. Sin embargo, el mecanismo a través del cual los BA favorecen la
produccion de ERO no se conoce por completo. Todo esto ha llevado a concluir que es
importante identificar dentro del péptido BA1-42, las secuencias de aminoacidos o los
residuos capaces de interaccionar con los metales y conocer si dicha interaccién favorece
la produccion de las ERO y la muerte celular. Para esto, se usaran cuatro fragmentos del
péptido BA: 25-35, 1-16, 1-28 y 1-40 cuyas capacidades de formacién de fibrillas y

coordinacidon con cobre difieren.
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HIPOTESIS

Los diversos fragmentos del BA induciran distinto grado de dafio neuronal dependiendo de
si contienen el sitio de coordinacidon con Cu®*y de sus propiedades de fibrilacion.

Los péptidos que contienen los sitios de unidén para los metales, la region hidrofobica del
BA y sean agregados con Cu?' generardn mayor citotoxicidad (BA1-28+Cu?* y BA1-

40+Cu?").

OBJETIVOS

Generales

Investigar la produccién de las ERO y la apoptosis, inducida con diferentes fragmentos BA
agregados con y sin Cu®*, que presenten o no el sitio de coordinacién para los metales en
cultivos primarios de neuronas corticales y en terminales sinapticas aisladas

(sinaptosomas).

Especificos

Analizar la produccién del superdxido (O, )y el peréxido de hidrégeno (H,0,) en cultivos
corticales primarios y en sinaptosomas estimulados por cuatro fragmentos del péptido BA:

1-16, 1-28, 25-35 y 1-40 agregados en presencia o ausencia de cobre (II).

Analizar la induccién de la apoptosis producida con los diferentes fragmentos, en cultivos
corticales primarios, evaluada por la presencia de nucleos condensados y fragmentados y

la actividad de la caspasa-3.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Se realizaron cultivos primarios de corteza cerebral de embriones de 17-18 dias de
gestacién de ratas Wistar. Se hace la diseccién de la corteza cerebral de los embriones y
el tejido se corta e incuba en una solucién de tripsina 0.25% con EDTA 1 mM por 3 min a
37°C. Posteriormente se incuba en una solucién que contiene DNAsa (0.08%) e inhibidor
de tripsina (0.52%). El tejido se homogeniza en una solucion que ademas contiene
magnesio al 3.8% Yy se pasa por una malla de disociacion. Las células se resuspenden en
medio Neurobasal Mixto (Gibco®) suplementado con 1% de B27 con antioxidantes
(Gibco®) y 1% de B27 sin antioxidantes (Gibco®), 1% de Gentamicina (Gibco®) y 7.3%
de L-glutamina (Sigma®). Para los distintos experimentos, las células se sembraron en
placas Costar de 24 y 48 pozos pre-tratadas con poli-L-lisina (5 pg/ml) durante 3 h y en
placas de 96 pozos de fondo transparente y lados opacos pretratadas con el polimero. En

todos los casos se sembraron a una densidad de 10x10° células/placa.

Se cultivaron las células por 8 dias in vitro a 37°C en atmdésfera humidificada (CO2 5% /
Aire atmosférico 95%). Se adiciond glucosa (5 mM) y citosina-D-arabinosa (10 uM) al

cultivo a los 4 dias in vitro.

Purificacion de los sinaptosomas

Se obtienen mediante el método de Léscher [152]. Usando ratas Wistar macho (250-300
g) se disecta 1 g de tejido cortical de ambos hemisferios en hielo y se homogeniza en 2

ml de sacarosa 0.32 M con 10% v/v de HEPES 5 mM y se centrifuga a 4,500 rpm por 10
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min a 4°C. El sobrenadante se coloca en 1 ml de sacarosa 1.2 M con 10% v/v de HEPES 5
mM. La segunda centrifugacion se da a 50,000 rpm a 4°C y w?t 1.6x10'° con aceleracién
lenta. La interfase se colecta y se lleva a 2 ml con la solucién de sacarosa 0.32 M.
Posteriormente, lo obtenido se coloca en sacarosa 0.8 M con 10% v/v de HEPES 5 mM.
Se centrifuga igual que la segunda centrifugacion y la pastilla se resuspende en 3 ml de
buffer de Locke pH 7.2 (NaCl 154 mM, KCI 5.6 mM, CaCl, 2.3 mM, MgCl, 1 mM, NaHCO;
3.6 mM, HEPES 5 mM, glucosa 0.5 mM). Se incubaron alicuotas de 200 pl de los
sinaptosomas a 37°C durante 3 h en agitacion en presencia de los fragmentos BA

mencionados.

Agregacion de los péptidos

Para su agregacion, todos los péptidos fueron incubados por 24-30 horas en agitacion
circular a 37°C, en agua MiliQ o en una solucidon con CuCl, 1:1 a una concentracion de 1

mM. En todos los experimentos, fueron usados a una concentracién final de 20 M.

Los fragmentos 1-16, 1-28 y 1-40 fueron sintetizados en fase soélida, utilizando grupos
protectores Fmoc y fueron purificados por HPLC en fase reversa por el Dr. Luis Blancas
Mejia (1-28 y 1-40) y la Lic. Guadalupe Trujano Ortiz (1-16) en el laboratorio de la Dra.
Liliana Quintanar Vera, del Departamento de Quimica del Cinvestav. El fragmento 25-35

fue adquirido de Sigma®.

El fragmento 1-40 para ser solubilizado se disolvio primero en agua a pH 10 (con NaOH)
y posteriormente se bajé el pH a 8-8.5 (con HCl). El péptido fue agregado a este pH de la

manera antes mencionada.
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Determinacion de ERO
Superoxido

Para la determinacién de superdxido se uso el fluoroforo Dihidroetidio (DHE) (Molecular
Probes®) a una concentracion final de 1.5 uM. Este fluoroforo es sensible a la oxidacion,
principalmente por superoxido liberando los productos fluorescentes etidio (Et) y 2-
hidroxietidio que permanecen en el nulcleo debido a su interaccion con el DNA,
produciendo una marca roja. Después de exponer las células a los diferentes péptidos por
diferentes periodos de tiempo, se agrego la solucién con DHE y se incubé durante 15 min.
Pasado este tiempo, se lavo el excedente extracelular del fluoréforo con PBS y se midio la
fluorescencia en un lector de placas Biotek Synergy HT (Excitacion 510 nm/Emision 590

nm).

Para la adquisicion de las imagenes, se sembraron las células en cajas de 24 pozos con
cubreobjetos circulares. Después de los tratamientos y de la incubacion con DHE las
células se lavaron 3 veces por 3 min con D-PBS y se fijaron con formaldehido al 3.7% en
hielo por 5 min. Se colocaron sobre portaobjetos con Fluoromont-g y posteriormente se
observaron en un microscopio invertido de fluorescencia Nikon a un aumento de 40 X
para adquirir imagenes. Las presentadas en este trabajo son las representativas de 4

experimentos independientes.

Para la determinacion del O, en los sinaptosomas se siguié el mismo método, incubando
las muestras por 3 h a 37°C en agitacién. Pasado el tiempo de incubaciéon con el
fluoréforo (20 min.), se centrifugaron a 18,000 rpm durante 4 min. Se elimind el
sobrenadante, se resuspendié el pellet en PBS y se midié la fluorescencia emitida por el
etidio colocando 100 pl de las muestras por pozo en placas de 96 y siguiendo el protocolo

como se menciona para las células.
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Peroxido de hidrégeno

Para la determinacion de H,0, se uso el fluoréforo Amplex UltraRed (Molecular Probes®).
Este es un sustrato fluorogénico para la peroxidasa del rdbano Amoracia rusticana (HRP)
que reacciona con el perdxido de hidrégeno produciendo un producto fluorescente, siendo
este ensayo sensible a esta especie. El Amplex se us6 a una concentracién final de 3 uM
agregando al ensayo peroxidasa de rabano (HRP) 0.5U/ml final. Después del tratamiento
con los fragmentos, se separ6 el medio de las células, y éstas se rompieron con Buffer de
lisis 1 X (10 mM TrisHCI, 10 mM NaH,PO,, pH 7.5, 130 mM NaCl, Triton x100 1%) por
15 min en hielo y posteriormente se agregd el buffer de ensayo 2 X (40mM HEPES) con la
peroxidasa y el sustrato. Para poder hacer la medicion del H,O, en el medio, se
sembraron las células en medio Neurobasal sin Rojo Fenol en las mismas condiciones
anteriormente descritas. En este caso, se tomd el medio y a éste directamente se agrego
el Amplex+HRP a las concentraciones mencionadas. Para medir la fluorescencia se utilizé

un lector de placas BioTek Synergy HT a Ex530-560 nm/Em 590 nm.

Para la determinacion en sinaptosomas, se siguié el mismo método, antes del tratamiento
con los distintos fragmentos, se agregé ascorbato (Sigma®) 50 UM a los sinaptosomas.
Posteriormente, ya con los fragmentos, fueron incubados a 37°C en agitacién por 3
horas. Para hacer la cuantificacion del peréxido dentro de las terminales, y el que difundié
al medio se centrifugaron las muestras a 18,000 rpm por 4 min., separando el medio del
pellet, que fue resuspendido con el Buffer de Lisis. Posteriormente se siguid el protocolo
de lectura como se menciona anteriormente usando las mismas concentraciones de

Amplex y HRP.
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Anadlisis de la actividad de la Caspasa-3

Se usO el sustrato fluorogénico Ac-DEVD-AMC (Peptide Institute®) 20 pM como
marcador. Este es cortado por la caspasa-3 liberando aminometilcumarina (AMC), que
emite fluorescencia, pudiendo ser monitoreada en un espectrofluorometro (Ex 380

nm/Em 430-460 nm).

Después del tratamiento por 24 horas con los distintos fragmentos, se lavaron las células
con PBS y se rimpieron con un buffer 1X (10 mM TrisHCI, 10 mM NaH,PO,, pH 7.5, 130
mM NaCl, Tritdn x100 1%) por 15-20 min en agitacion y en hielo. Posteriormente se
agrego el buffer de ensayo 2X (40 mM HEPES, 2 mM DTT, 40 yM Ac-DEVD-AMC) por 5
min. a temperatura ambiente en la oscuridad para leer una cinética de 45 min. en un
lector de placas Biotek Synergy HT Ex 380/Em 430-460 nm. Los datos de la cinética
fueron ajustados a la proteina total, medida mediante el método de Lowry [153]. Como
control positivo, se usé el compuesto estaurosporina (STP), que es un inhibidor de las
proteinas cinasas (PK) y que promueve la apoptosis por la via mitocondrial, a una

concentracion de 200 nM.

Medicion de proteina mediante el método de micro-Lowry

Se uso el kit the Bio-Rad® DC Protein Assay que es un ensayo colorimétrico para la
determinacion de la concentracidon de proteina. El ensayo se basa en la reaccion de las
proteinas con la solucién de tartrato de cobre en un medio alcalino, y posteriormente la
reduccion del reactivo de Folin. El color se obtiene especialmente por la presencia de

aminoacidos aromaticos.

Las muestras fueron sonicadas y se colocaron 10 ul por pozo por triplicado de cada

condicion. A cada pozo se agregaron 25 ul del reactivo A+S, 200 ul del reactivo B y se
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dejaron en agitacion por 20 min. Posteriormente se midio la absorbancia a 750 nm con

un espectrofluorémetro.

Conteo de nucleos condensados con tincion de Hoechst

El Hoechst es un fluoréforo que se une al DNA, por lo tanto, es posible analizar de
manera general la morfologia nuclear y contar el nimero de los nlcleos condensados y
fragmentados, caracteristicos de la apoptosis. Para esto, las células son sembradas en
placas de 24 pozos sobre cubreobjetos circulares. El tratamiento con los diferentes
péptidos en las células se hace por 24 horas y al término de éstas, se lavan con D-PBS
(KCl 2.67 mM, KH,PO4 1.47 mM, NaCl 138 mM, Na,HPO4 4.29 mM) 2 veces por 5 min. y
se agregan 300 pl de la solucion de Hoechst 33258 (Sigma®) al 0.001% en D-PBS, por
pozo. Se incuba por 15 min. a temperatura ambiente y posteriormente se hacen 2
lavados de 5 min. cada uno con D-PBS. Las células se fijan con formaldehido al 3.7%
durante 8 min en hielo. Los cubreobjetos se retiran y son montados en portaobjetos con
Fluoromont-g (Electron Microscopy Sciences®). Se dejan secar por 5-10 min. y se sellan
las orillas con barniz transparente. Las fotografias fueron adquiridas con un microscopio
invertido de epifluorescencia marca Nikon usando una magnificacion 40x con un filtro UV.
Para la cuantificacién, se expresa el porcentaje de nucleos condensados o fragmentados
sobre el total de nlcleos contados en al menos 9 campos por pozo. Las fotografias
mostradas en este trabajo son las imagenes representativas de al menos 3 experimentos

independientes.
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Estadistica

Todas los analisis estadisticos fueron realizados por la prueba de ANOVA de una sola via
seguida de una prueba post hoc de Fisher de comparacidon multiple. Se escogié un nivel

de significancia del 5%. Se utilizd el error estandar de la media (ESM).
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RESULTADOS

Determinacion de las ERO en cultivos corticales primarios

Se ha sugerido que la neurotoxicidad de los péptidos BA-Cu?* estd directamente
relacionada con su capacidad para generar ERO, especialmente el superdxido, el radical
hidroxilo y el peréxido de hidrogeno [105,151] y que ésta se ve potenciada en presencia
de metales [78]. Con el fin de evaluar la produccion de las ERO con los fragmentos BA
fibrilares (1-40, 1-28) y no fibrilares (1-16, 25-35) y compararla con la condicion de estos
fragmentos agregados con Cu®*, se llevaron a cabo ensayos fluorométricos para la
deteccion principalmente de dos especies reactivas del oxigeno: el superdxido y el
peroxido de hidrégeno.

Inicialmente se evalud la temporalidad de la produccién del O, por los diversos
fragmentos agregados en presencia y ausencia de cobre, para la determinacion de los
puntos maximos de generacién de esta especie en el modelo. Como se muestra en la
FIGURA 9, los puntos de mayor produccién del O, que se encontraron para cada
fragmento son los mismos en su condicién con y sin cobre (B y A respectivamente), y se
observa una diferencia en la temporalidad de produccién de las ERO de algunos
fragmentos. Es importante resaltar que la mayoria de los fragmentos presentan induccién
de O, a tiempos tempranos, siendo para el BA25-35 después de una hora de exposicidn,
para el BA1-16 y el BA1-40 después de media hora, y de manera interesante, el BA1-28 a
tiempos cortos (durante los cuales los otros fragmentos presentan sus picos maximos de
produccion de superoxido) disminuye la producciéon basal de superdxido, sugiriendo un

efecto antioxidante.
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FIGURA 9. Anadlisis temporal de la produccion de superdoxido con diferentes
fragmentos BA.

Las graficas muestra la temporalidad de la produccién de las ERO de cada uno de
los fragmentos, A) en ausencia y B) en presencia de cobre a concentraciones
equimolares. La linea punteada representa el control (células intactas sin y con
cobre respectivamente) normalizado a 1.
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Se escogieron los puntos maximos de produccién de superdxido para estimular las
células con los diferentes fragmentos agregados con y sin cobre y se llevd a cabo el
ensayo fluorométrico de deteccidén del radical superoxido con el fluoréforo dihidroetidio,
en cultivos corticales primarios de rata.

Podemos observar en la FIGURA 10 que el fragmento 25-35 es el que induce mayor
produccion de superoxido, siendo este aumento del 104%. Este fragmento no contiene el
sitio de union a metales, por lo tanto, la presencia de cobre no modifica la capacidad de
este péptido para inducir un aumento en el O, . El fragmento 1-16 también promueve la
produccion de O, , aumentando ésta en un 73% vy, contrario a lo esperado, la condicién
tratada con cobre es capaz de prevenir en un 35% este incremento. El 1-28 parece no
jugar un papel importante en la produccidon del superdxido y no se observa una diferencia
significativa entre esta condicién y la agregada con el metal. El fragmento 1-40 se
comporta de manera similar al 1-28. En el caso del fragmento 1-16, los agregados no
fibrilares si se ven afectados por la presencia del cobre, siendo este metal capaz de
disminuir de manera significativa la toxicidad de éstos. Asi mismo, se confirma la
incapacidad del fragmento 25-35 de interactuar de manera redox con el cobre, como se

ha reportado anteriormente en fragmentos sin histidinas [154].
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FIGURA 10. Produccion del superdéxido con diferentes fragmentos BA.
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A) El histograma muestra los picos maximos de produccion del superdxido con cada uno de los fragmentos,

obtenidos a los tiempos indicados, en presencia y ausencia de cobre a concentraciones equimolares. n=4-6.
. .r . N 2+ & N e . .

*p<0.03 significativo con respecto al control sin Cu“’. “p< 0.01.Significativo con respecto al fragmento sin

2+ #

Cu

. 'p<0.05 significativo respecto al control con Cu®*. Los valores representan la media + ESM. B) Imagenes

representativas de cada condicidn. Fotografias adquiridas con un microscopio de epifluorescencia Nikon,

aumento 40X.Barra de escala 20 um.
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Posteriormente, se llevaron a cabo los experimentos de deteccion de perdxido de
hidrogeno en el medio de cultivo en el que las células fueron sembradas y expuestas a los
diferentes fragmentos, usando el sustrato fluorescente Amplex UltraRed en un ensayo
que contiene peroxidasa de rabano picante para la deteccion de esta especie.

Se sabe que el H,0, juega un papel importante en la EA al encontrarse
aumentados los niveles de catalasa en los pacientes [10,155] y también el H,0, se
encuentra elevado en modelos animales [156] y celulares de la EA [24]. También se ha
reportado la produccidn de esta especie in vitro en presencia de complejos BA-Cu [157].
Se cree que es una de las principales especies ejecutantes del dafio neuronal [122] y
cuya sefializacion podria dar lugar a la apoptosis [143].

En la FIGURA 11 se muestran los tiempos a los que se cuantifico mayor produccion
de H,0,. Podemos observar que los Unicos fragmentos capaces de aumentar la

produccion de H,0, de manera extracelular son el 25-35 en su condicién
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FIGURA 11. Produccion del peroxido de hidrégeno por diferentes fragmentos BA.

El histograma muestra los picos maximos de producciéon de H,0, de cada uno de los
fragmentos, obtenidos en el medio a los tiempos indicados, en presencia y ausencia de cu®
a concentraciones equimolares. n=3-4. *p<0.03 significativo respecto al control sin cobre.
#p<0.05, dl®'”"p<0.003 respecto al control con cobre. Los valores representan la media £ ESM.
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con y sin cobre, y el 1-40+Cu?*. Debido a que la presencia del H,0, se pudo observar
Unicamente en el medio y en el espacio intracelular no fue posible observar diferencias en
los niveles de H,0, en relacién con el control, en ninguna de las condiciones (datos no
mostrados), es posible que esta especie se esté produciendo principalmente
extracelularmente. Estos resultados sugieren que no parece tener lugar la dismutacion
enzimatica o espontanea del superoxido producido por los péptidos 1-16 y 25-35 (FIGURA

10).

Determinacion de la muerte neuronal apoptética en cultivos corticales primarios

Existe suficiente evidencia de la muerte neuronal apoptoética en los cerebros de pacientes
con EA [138] principalmente en las zonas en las que existe mayor acumulacién de BA, lo
que correlaciona con la progresién de la patologia [129]. Se ha visto la presencia de
procesos caracteristicos de la muerte apoptdtica en pacientes que padecen la

enfermedad.

Asi mismo, diferentes estudios han demostrado que los niveles de caspasa-3 en
cerebros de pacientes con EA son mas altos que en controles de la misma edad, y
también se ha demostrado que en el cerebro de ratas adultas la caspasa-3 no se
encuentra elevada, por lo tanto, esto pareceria indicar que los eventos

neurodegenerativos que subyacen a la EA son distintos a los del envejecimiento [145].

En cuanto a los modelos in vitro, estudios previos de la activacion de la caspasa-3
en cultivos corticales primarios mixtos de embriones de rata, estimulados con el BA25-35
han demostrado que la actividad maxima de esta caspasa se da a las 24 horas de

incubacion con el fragmento a una concentracion de 25 pM. Del mismo modo, los BA1-40
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y 1-42 son capaces de activar esta caspasa pero en menor medida. Ademas, la actividad
de otras caspasas, como la caspasa-1 no aumenta con el mismo tratamiento [144]. Se ha
reportado también en cultivos corticales neuronales de ratén que el BA1-42-Cu®* induce
muerte neuronal iniciando a las 12 horas y estando su pico maximo a las 24 horas
después de la exposicion al péptido [37]. Por esta razon, se escogid este tiempo para
observar los nucleos apoptoticos en neuronas estimuladas con los diversos fragmentos

con y sin cobre, asi como la actividad de la caspasa-3 en estas mismas condiciones.

Primeramente, se realizd un conteo de nlcleos condensados y fragmentados de
las células estimuladas con los diferentes fragmentos. Este ensayo se llevd a cabo

utilizando el fluoréforo Hoechst 33258, que al unirse al DNA, tifie los nucleos.

En la FIGURA 12, podemos observar un aumento significativo del porcentaje de
nucleos condensados en las condiciones tratadas con el fragmento 25-35 (21.5%)
comparadas con su propio control, y con el fragmento 1-40 y 1-40+Cu®* en comparacion
con el control sin cobre (9.7% y 11.1% respectivamente). El péptido 25-35 es el Unico
que en presencia del metal produce un aumento significativo de los nucleos apoptoticos,
aproximadamente de un 12%. Sin embargo, este efecto no es mayor que el del
fragmento solo, por lo que no se le puede atribuir mayor toxicidad en presencia de cobre.
Como control positivo en estos ensayos se usd el compuesto estaurosporina que indujo
aproximadamente un 84% de aumento en el conteo de nucleos condensados y

fragmentados.

Ninguno de los fragmentos resulta ser distinto de su condicién con cobre y el 1-
40+Cu®* pareciera inducir mayor muerte neuronal al compararlo con el control sin cobre,
pero este efecto se puede atribuir al ligero aumento que presenta el cobre por si mismo
en este proceso.
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FIGURA 12. Cuantificacion de nticleos condensados (n.c.) por tincidon de Hoechst.

A) El histograma muestra el [conteo de n.c./total de nucleos por campo] de cada una de las
condiciones estimuladas con los fragmentos por 24 h. n=3-5. *p<0.001 significativo con respecto al
control sin Cu2+, jl@'tp<0.02 significativo respecto al control con Cu2+, &p<0.04 significativo con respecto al
control sin Cu®. Los valores representan la media + ESM. B) Microscopia de fluorescencia en la que se
pueden observar los n.c. (apoptéticos) de cada condicién. Las imagenes fueron adquiridas con un
microscopio de epifluorescencia, Nikon, magnificacién 40x. Barra de escala 30 um.
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En cuanto a la medicion de la actividad de la caspasa-3, que con los fragmentos 1-
16 y 25-35 fue medida a las 9, 24 y 48 horas, se observé que el pico de actividad de esta
caspasa se encuentra a las 24 horas en este modelo (datos no mostrados), asi mismo,
con el fragmento 1-28 tanto en su condicidon agregada con cobre como sin cobre no se
observo diferencia significativa entre las 5, 24 y 48 horas, razén por la cual se tomo el

tiempo de 24 horas para la medicion de la actividad de la caspasa-3.
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FIGURA 13. Actividad de caspasa-3.

Medicion de la actividad de la caspasa-3 mediante el corte del sustrato
fluorescente AC-DEVD-MCA. Estimulacion con los distintos fragmentos, en
presencia y ausencia de cobre durante 24 horas. n=4-5. *p<0.0001
significativo con respecto al control sin cu™. #p<0.0001 significativo con
respecto al control con cu®. &p<0.05 significativo con respecto al
tratamiento con el fragmento sin cobre. Los valores representan la media +

ESM.

Podemos observar en la FiGurA 13 que al igual que el conteo de nucleos
condensados, el fragmento 25-35 tanto con cobre, como sin cobre, fue el Unico capaz de

aumentar de manera significativa (en un 500% para ambas condiciones) la actividad de
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esta caspasa. Ninguno de los fragmentos con y sin cobre aumentaron esta actividad y los
fragmentos 1-16+Cu®* y 1-40+Cu?* presentaron una disminucion ligera pero significativa
respecto al pequefio aumento que se vio en los fragmentos sin el metal. La actividad de
caspasa-3 inducida por el 25-35 es atenuada completamente en presencia del inhibidor

de caspasa-3 Ac-DEVD-CHO a una concentracion de 40 uM (datos no mostrados).

Determinacion de ERO en sinaptosomas

Se ha reportado que en pacientes con EA, existe una importante disminucién de las
terminales sinapticas y que esta disminucién es mucho mayor a la que se podria atribuir a
la muerte neuronal, por lo tanto, existe la hipotesis de que un evento temprano en esta
enfermedad es la pérdida selectiva de las sinapsis [62,63,65,125]. Asi mismo, se ha
encontrado una correlacion entre el grado de degeneracidn cognitiva, con una
disminucion de la proteina presinaptica vesicular sinaptofisina en la corteza frontal [158]

y en el giro dentado del hipocampo [159] de pacientes con EA de inicio temprano.

Por otra parte, las sinapsis son estructuras con una alta demanda energética, por
lo que presentan una importante actividad mitocondrial lo que genera a su vez una
constante produccién de ERO, siendo estructuras en riesgo, ante condiciones de estrés,
como ocurre con el envejecimiento y los desérdenes neurodegenerativos. La deplecion
energética o el aumento en el dafio oxidante a distintas proteinas sinapticas puede
resultar en la alteracién de la homeostasis de calcio local y propiciar la degeneracion

sindptica [160].
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Por lo mencionado anteriormente, es importante analizar en las terminales
sinapticas aisladas, el dafio oxidante que inducen los distintos fragmentos del BA, y su

potenciacién o abatimiento cuando se encuentran coordinados con cobre.

Para realizar los experimentos en sinaptosomas, fue necesario usar ascorbato a
una concentracion de 50 uM como agente reductor, ya que el buffer de Locke, en el que
se incuban las terminales, no contiene ningln agente reductor. Se sabe que cuando se
encuentran agentes bioldgicos reductores, como el ascorbato o la dopamina, éstos
aumentan considerablemente los niveles de perdxido de hidrégeno [30,37]. En presencia
de estos agentes, el péptido BA pierde la funcién de reductor y se potencia la generacion

de ERO a largo plazo.

En estos experimentos (FIGURA 14), se puede observar que de los fragmentos sin
cobre, sélo el 25-35 es capaz de inducir un aumento en un 53% del superdxido, dentro
de las terminales sinapticas expuestas a un agente reductor. Sin embargo, los
fragmentos 1-40+Cu?* y 25-35+Cu?* son los Unicos capaces de aumentar el O, a
comparacion del control con cobre en un 42 y 62% respectivamente.

El aumento de este radical en estos Ultimos fragmentos coordinados con cobre,
resulta ser mayor al aumento que se da por los péptidos solos (25-35: 53% vs 25-35+
Cu*: 62% y 1-40: 15% vs 1-40+ Cu®*: 42%), y aunque en el caso del fragmento 25-35
no es significativo, en el 1-40 se observa una tendencia clara que no se puede atribuir al
efecto del cobre por si solo, y que podria estar relacionado con la toxicidad que ha sido

reportada por los fragmentos largos del BA en las terminales sinapticas.
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FIGURA 14. Produccién de O, en sinaptosomas, por diferentes fragmentos BA.

El histograma muestra el aumento en la produccién de superdxido de cada uno de
los fragmentos, después de exponer los sinaptosomas a los distintos péptdos
durante 3 h en presencia de ascorbato 50 M como agente reductor, coordinados
con o sin Cu”a concentraciones equimolares. n=4. *p<0.0006 significativo con
respecto al control sin cu®. #p<0.005 significativo con respecto al control con cu®™.
Los valores representan la media + ESM. En estos datos, todas las condiciones
control fueron normalizadas a 1y los efectos de los distintos péptidos expresados
con respecto al control con o sin cobre respectivamente, tomando en cuenta que
no existe diferencia significativa entre éstos (p<0.092).

Por lo tanto, en el caso de los sinaptosomas, las fibras del 1-40+ Cu®* son capaces
de aumentar de manera importante la produccidon de superoxido, resultando
probablemente en un aumento en el dafio oxidante a estas estructuras por los
fragmentos largos vy fibrilares asociados con cobre.

Asi mismo, en los experimentos de deteccién de perdxido de hidrégeno, el cual fue
medido tanto en el medio, como dentro de los sinaptosomas (la grafica muestra la suma
de estos dos valores), observamos que ninguno de los péptidos en ausencia de cobre
induce un aumento significativo del perdxido, y todas las condiciones que tienen el metal,
incluido el control, aumentan entre 50 y 100% el perdxido producido (FIGURA 15). La Unica
condicién que se observa diferente al control con cobre es el fragmento 1-40+Cu?®*. Este

ultimo complejo disminuye la generacion de H,O, comparado con el control con cobre.
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Esto probablemente se deba a que su longitud y la manera en que se encuentra plegado,
impide la interaccion del cobre con el ascorbato, disminuyendo la actividad redox del
metal y previniendo en un 20% la producciéon de H,0,. Este resultado concuerda con el
trabajo de Jiang et al. [90] quien demostré que la actividad catalitica de reduccion de
oxigeno molecular, disminuye cuando el cobre (II) se coordina con BA fibrilares. Sin
embargo, también es posible que la acciéon antioxidante del 1-40+Cu se deba a la
capacidad que tiene este complejo en forma monomeérica de remover peréxido, como es
reportado por Nadal et al. en sistemas libres de células [38]. En cuanto a los demas
fragmentos, el aumento que se observa en las condiciones agregadas con cobre se puede
atribuir Unicamente a las reaciones redox del metal con el agente reductor y no a una

accion entre los péptidos vy el cobre a nivel sinaptico.
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FIGURA 15. Produccion de H,0, en sinaptosomas, por diferentes fragmentos BA.
El histograma muestra el aumento en la produccion de peréxido de cada uno de
los fragmentos, dentro de los sinaptosomas y en el medio, obtenidos a las 3horas
de incubacion, usando ascorbato 50 uM como agente reductor, en presencia y
ausencia de Cu’'a concentraciones equimolares. n=4. *p<0.006, **p<0.0001
significativo con respecto al control sin cu®. #p< 0.02 significativo con respecto al
control con Cu”* Los valores representan la media £ ESM.
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En estas condiciones, si se compara el perdxido de hidrégeno producido dentro de
las terminales sinapticas y fuera de ellas, se observa aproximadamente un 50% mas de
peréxido en el medio en el que fueron incubados los sinaptosomas que dentro de ellos
(datos no mostrados), y en ambas partes se observa la misma tendencia que se muestra
en la FIGURA 14. Esto sugiere que la generacion de H,0, se estd dando a nivel extracelular y
debido a que esta especie es extremadamente permeable, es capaz de difundir al interior
de las estructuras neuronales y causar dafio oxidante. Esta conclusion se apoya en el
hecho de que en un estudio de Huang [157], se demostro la capacidad de produccién de
peréxido de hidrogeno por el péptido BA1-42 coordinado con Cu(II) y Fe(III) en un

sistema libre de células.

Previamente a estos experimentos, se probaron los fragmentos en este modelo sin
el uso de un agente reductor. En estas condiciones, solamente el control con cobre fue
capaz de inducir un aumento significativo del perdxido en el medio y no se observd
ninguna diferencia con ninguno de los fragmentos (datos no mostrados). Esto sugiere y
resalta la importancia de la presencia de agentes reductores en las reacciones oxidantes
que puedan dafiar a las terminales sinapticas, situacién que podria presentarse al existir

un desbalance en el transporte de metales, como es el caso del envejecimiento.
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DiscusiON

En el presente trabajo, se usaron tres fragmentos truncados con caracteristicas de
coordinacién con cobre vy fibrilacién distintas, asi como el péptido BA1-40, con el objetivo
de analizar las propiedades oxidantes de distintos complejos BA-Cu®* y su relacién con la
muerte neuronal. Se conoce que ademas de los fragmentos BA largos como el 1-40 vy el
1-42 que se producen fisioldgicamente, existen diversos fragmentos truncos, tanto C-
terminales como N-terminales en el liquido cefalorraquideo de pacientes que padecen EA,
aunque en mucho menor cantidad que los largos. Entre ellos, para los fines de este
trabajo, se ha descrito la presencia del 1-16 [107] y el 25-35 [161]. Asi mismo, ha sido
demostrado que los péptidos 25-35 y 1-40 son capaces de inducir la produccion de
especies reactivas, sin embargo los mecanismos a través de los cuales ejercen esta
accion, estan lejos de conocerse. Por otra parte, se conoce que el cobre aumenta la
produccion de ERO inducida por el 1-40.

Los resultados obtenidos en los cultivos celulares indican que la produccién de
superdxido, ocurre poco tiempo después de la incubacién (entre los treinta y sesenta
minutos) para la mayoria de los fragmentos, y cuando éstos son agregados con cobre
presentan el mismo curso temporal de produccion de superdxido. En contraste, el
fragmento 1-28 mostré un efecto antioxidante a tiempos tempranos después de la
incubacion. Las propiedades antioxidantes ya han sido reportadas con anterioridad en un
modelo libre de células y usando el fragmento soluble [162].

Contrario a lo que se habia sugerido anteriormente, se encontré que la capacidad
de inducir la produccién de superéxido de los diversos fragmentos, no esta en funcién de
su capacidad de formacién de fibras o de unir cobre, y mas bien favorecen la hipétesis de

la toxicidad de los oligdmeros. Los resultados indican que los fragmentos incapaces de
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fibrilar son los que aumentan significativamente la cantidad de superdxido (1-16 y 25-35)
y en el caso del 25-35, la presencia de cobre no aumenta la produccién de este radical,
ya que este fragmento no presenta el sitio de coordinacién con metales, y por tanto, la
generacion de superdxido por el 25-35 es independiente de la presencia del metal. Esto a
su vez, sugiere que la capacidad de este fragmento para generar de manera autocatalitica
especies reactivas de oxigeno reduciendo metales activos (FIGURA 1), no ocurre en las
presentes condiciones experimentales. Alternativamente, este péptido podria estar
favoreciendo la generacién de otra especie reactiva diferente del superdxido, que no fue
detectada por el dihidroetidio. De la misma manera, contrario a lo que se pensaba, el
cobre unido al fragmento 1-16 disminuye en un 35% el superdxido generado por el
fragmento solo. Esto sugiere que la interaccion del fragmento con el metal resulta en una
actividad antioxidante, que probablemente esté asociada con la posible disociaciéon de los
oligémeros BA1-16 en presencia del metal. Observaciones preliminares de microscopia
electrénica sugieren que esto podria ocurrir (datos no mostrados). Asi mismo, algunos
estudios sugieren que el cobre estd involucrado en la oligomerizacion de los BA, sin
embargo, otros sugieren que promueve la agregacién por la via no amiloidogénica o que
incluso inhibe la agregacién de los BA (revisado en [82]). Por lo tanto, el cobre podria
estar actuando como un neuroprotector, previniendo la formacion de especies toxicas de
BA, o induciendo estructuras BA neurotdxicas, como es revisado en [163]. Por otra parte,
existen estudios donde se demuestra que el cobre es capaz de reducir las especies
oligoméricas solubles del BA1-42 en un modelo de C. elegans usando el metal a altas
concentraciones [164], y en un modelo libre de células usando cobre a bajas

concentraciones [165].

En cuanto a la produccién de peroxido de hidrogeno, resulta claro que los

fragmentos que contienen a la metionina 35 (25-35 y 1-40) son los que tienen la
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capacidad de generar esta especie. Sin embargo, el 1-40 en coordinacion con cobre
pareciera favorecer las reacciones de reduccidon del metal, pudiendo ser el péptido en si
mismo un donador de electrones, en contraste con el fragmento 25-35 cuya condicion
con y sin cobre no es diferente. Esto confirma la importancia del ambiente de histidinas
para la coordinacion con cobre en las reacciones redox de los complejos BA-Cu®*. En este
caso, Unicamente el péptido 1-40 contiene las 3 histidinas implicadas en la coordinacion
del metal y la metionina 35. Asi mismo, se descarta la generacién de perdxido de
hidrogeno a partir de superdxido, ya que no hay una correlacion clara entre la produccion
de éstas dos especies por los distintos péptidos.

Diversos estudios sefialan que los péptidos 25-35 y 1-40 son capaces de inducir
muerte apoptotica en neuronas cultivadas por un mecanismo dependiente de caspasas.
En el presente estudio investigamos la potencialidad de los distintos péptidos para inducir
apoptosis y su relacion con la produccién de especies reactivas de oxigeno. Unicamente el
fragmento 25-35, tanto independiente como en presencia de cobre, fue capaz de
aumentar el nimero de nucleos fragmentados y condensados asi como la actividad de
caspasa-3. Asi mismo, se encontrd un ligero aumento del nimero de nucleos apoptéticos
en presencia del fragmento 1-40, que es significativo, pero no correlaciona con un
aumento significativo en la actividad de caspasa-3. Esto podria deberse a que la caspasa-
3 se cuantificd Unicamente después de 24 h de la incubacidén con este péptido y no a
tiempos anteriores o posteriores donde podria haberse activado. Alternativamente, la
presencia de nucleos fragmentados después de incubar a las células con este fragmento
podria deberse a la activacién de una via apoptédtica independiente de caspasas, como lo
es la iniciada por AIF. AIF es una proteina del espacio intermembranal mitocondrial, cuya
translocacion al nicleo media el proceso apoptético de manera independiente de caspasas

promoviendo la fragmentacion y condensacion de la cromatina [166]. Su presencia en el
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citoplasma ha sido reportada en cultivos corticales primarios de rata expuestos a los
fragmentos BA25-35 soluble [167] y BA1-42 dimérico, trimérico y en estructuras de alto
peso molecular [168]. Por otra parte en células PC12 transfectadas con la APP con la
mutacién sueca®, se observd un aumento en los niveles de AIF en la fraccidon mitocondrial
[169].

Resulta interesante que de acuerdo a nuestros resultados, el Unico fragmento
capaz de aumentar las ERO y la muerte neuronal es el 25-35. La accion téxica de este
péptido se ha atribuido a diversos procesos celulares (revisados en [161]). Los resultados
sugieren claramente que la toxicidad del 25-35 no esta ligada a la reduccidon de metales
de transicién, confirmando lo que ha sido reportado anteriormente para este fragmento
[170], ya que el péptido 25-35 no presenta el sitio de unién a metales. Sin embargo, es
posible que la induccidon de apoptosis por este péptido, se deba por lo menos en parte, a
la induccidn de estrés oxidante, ya que claramente aumentd la produccién de superodxido

y de perdxido, aunque no es posible descartar otros factores.

De acuerdo a nuestras observaciones sobre la produccion de diferentes ERO en
sinaptosomas, es posible sugerir que en este modelo, de manera similar a lo observado
en el modelo celular, no parece ocurrir la formacion de perdéxido de hidrégeno,
subsecuente a la produccion de superoxido, ya que no se encontrd una relacion entre las
dos especies en presencia de los complejos péptido-metal. Esto coincide con lo que fue
demostrado con el péptido 1-42 en el estudio de Opazo et al. [37]. Asi mismo, los
resultados apuntan a que la presencia de agentes reductores, como el ascorbato, es
fundamental para las reacciones de oxidacion y reduccién de los metales coordinados a

los fragmentos BA. Es por esto, que podemos descartar que los péptidos que no

® Doble mutacién de los residuos 670y 671 (Lys-Met = Asn-Lys) de la APP, cercanos al sitio de corte de la B-
secretasa y que provoca un aumento en la produccién de BA.
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contienen los sitios de coordinacion y reduccion de metales (histidinas y metionina 35)
puedan ejecutar los ciclos redox propuestos como un posible mecanismo de dafio
oxidante en las neuronas [157]. Esto sugiere la importancia de la pérdida de la

homeostasis metalica en procesos patoldgicos como la enfermedad de Alzheimer.

En el caso de los fragmentos largos del BA, como el 1-40, resulta interesante
observar una disminucién significativa en los niveles de peroxido de hidrégeno producido
en las terminales sinapticas en presencia de un metal y un agente reductor. Esto podria
sugerir una accion quelante de cobre, por parte del péptido 1-40 atenuando la toxicidad
oxidante en las terminales. En los estudios de Nadal et al. [38] en un sistema libre de
células, se demostré que el BA1-40+Cu®* en estado fibrilar y en presencia de ascorbato
genera aproximadamente la misma cantidad de perdoxido que la condicion de
Cu+Ascorbato, sin embargo, en estado monomérico, es capaz de disminuir el perdxido de
hidrogeno que se produce. Esto sugiere que en nuestra preparacidon podrian existir
mondémeros.

Por otra parte se observo la produccion de superdxido por este péptido coordinado
con cobre en las terminales, sugiriendo que la toxicidad de éste péptido en las terminales
se debe en mayor medida a la produccién de superoxido y que ésta es dependiente de la
presencia de cobre. La toxicidad del 25-35 también estd asociada a la produccion de
superdxido en las terminales, tanto en su condicién coordinada con cobre como de

manera individual, confirmando los resultados observados en los cultivos.
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CONCLUSIONES

En este estudio demostramos que los fragmentos BA utilizados producen ERO a
tiempos cortos, entre la media hora y las tres horas, tanto en el modelo celular como en
el de terminales sinapticas. Asi mismo, La producciéon de ERO puede ocurrir tanto
intracelularmente como en el medio extracelular, posiblemente por mecanismos
diferentes. El péptido 25-35, en particular, aumenta las ERO en ambos compartimentos.
Como era de esperarse, este fragmento fue el que indujo mayor dano a nivel sinaptico y
neuronal en los diversos parametros estudiados y su toxicidad no es dependiente de la
presencia de cobre.

Los fragmentos capaces de inducir la produccion de superoxido en las células no
necesariamente inducen la formacién de esta especie en terminales. En éstas Ultimas, los
complejos BA-Cu fibrilares resultan mas téxicos mientras que en las células, los
agregados mas toxicos son los posibles oligdmeros.

Sorprendentemente, los fragmentos con potencial de fibrilacion (1-28 y 1-40) no
presentan un efecto sobre la produccién de especies en ausencia de cobre. El ligero
aumento en la actividad apoptdética inducida por el fragmento 1-40 podria no estar
relacionado con un dafio oxidante inicial. Asi mismo, es este fragmento el Unico cuya
produccion de H,0, es potenciada por la presencia de cobre tanto en el sistema celular
como en las terminales sinapticas, como era de esperarse.

Este trabajo nos lleva a concluir que la presencia de agentes reductores y una alta
concentraciéon de metales de transicion como el cobre en las terminales sinapticas, son
factores esenciales para la produccion de ERO, especialmente del perdxido de hidréogeno.
Sin embargo, gracias a lo observado en sinaptosomas respecto a la producciéon de
peroxido de hidrégeno, es posible afirmar que en estas estructuras, donde la

concentracién del metal es mayor ya que se libera en la transmisién sinaptica, el péptido

75



1-40+Cu?* a pesar de inducir la presencia de esta especie reactiva, es capaz de
disminuirla a comparacion de la que induciria el cobre en estado libre en presencia de
agentes reductores.

Aparentemente, el cobre tiene un efecto potenciador de la produccion de especies,
Unicamente cuando el fragmento es fibrilar y contiene la metionina 35, como es el caso
del 1-40, mientras que en ausencia de esta metionina, aun en estado fibrilar (como el
fragmento 1-28), el cobre no ejerce un efecto; o de manera contraria, al presentar la
metionina pero no la capacidad fibrilar (como en el caso del fragmento 25-35), el cobre
tampoco es capaz de potenciar la toxicidad del péptido.

Finalmente, el presente estudio sugiere que la capacidad de fibrilacion y la
interaccion con cobre, no estdn necesariamente relacionadas como factores
independientes, con el efecto toxico de los fragmentos BA, sugiriendo que la accion

oxidante de los péptidos es muy compleja y posiblemente multifactorial.
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