Vol. 33 (2), Setiembre 2016. ISSN 1409-0015 Medicina Legal de Costa Rica - Edicion Virtual

REVISION BIBLIOGRAFICA

BIOLOGIA MOLECULAR DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
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RESUMEN:

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa asociada con una disminucion cognitiva
y es la forma més comln de demencia en los ancianos. Un gran numero de factores se asocian con un riesgo
aumentado de EA, no obstante, la edad representa, por mucho, el riesgo individual mas grande en la etiologia de
la EA. La variante genética mas fuerte para la EAtipica de inicio tardio es la apolipoproteina E (APOE). Mutaciones
raras en tres genes han sido implicadas en la enfermedad familiar de inicio temprano: APP, PSEN1 y PSEN2. Las
placas amiloides extracelulares y los ovillos neurofibrilares intraneurales (NFT) son las dos lesiones caracteristicas
de esta enfermedad fatal. La proteina tau esta involucrada en el ensamblaje y estabilizacién de los microtubulos.
La fosforilacion anormal de tau, una caracteristica prominente del cerebro con EA, decrece su habilidad de union
a los microtibulos, pudiendo desestabilizar los microtibulos y causar dafio celular. Un grupo heterogéneo de
péptidos AB monoméricos de entre 37 a 43 aminoacidos se genera a partir de la proteina precursora amiloide
transmembrana (APP) por el corte mediado por las secretasas B y y. EI monoémero tiene una alta tendencia a
autoagregarse formando agregados grandes Yy fibrillas. In vivo existe una sopa de oligomeros de AB consistiendo
de una gran variedad de formas intercambiables rapidamente, que difieren en tamafio, conformacion, desorden
intrinseco y toxicidad. Evidencia creciente sugiere que las formas mas dafiinas de los péptidos del amiloide § son
los oligbmeros solubles y que los depositos amorfos e insolubles o fibrilares representan una forma inactivada
menos peligrosa del péptido. Varios mecanismos han sido propuestos para explicar las anormalidades en la EA,
incluyendo la toxicidad por AB, deficiencias del transporte axonico y el estrés oxidativo.
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ABSTRACT:

Alzheimer disease (AD is a progressive neurodegenerative disease associated with cognitive decline and is the most
common form of dementia in the enderly. A large number of factors has been associated with increased risk of AD,
however, age represents, by far, the single greatest risk factor in the etiology of AD. The strongest common genetic
variant for typical late-onset AD is apoliprotein E (APOE). Rare mutations in three genes have been implicated in
familial early-onset disease: APP, PSEN1, and PSEN2.

Extracellular amyloid plaques and intraneuronal neurofibrillary tangles (NFT) are two major hallmark lesions of this
fatal pathology.

Tau protein is involved in microtubule assembly and stabilization. Abnormal phosphorylation of tau, a prominent
feature of AD brain, decreases its microtubule binding ability, which may destabilize microtubules and results in
cellular damage.

A heterogeneous pool of monomeric AR peptide varying in length from 37 to 43 amino acids is generated from the
transmembrane amyloid precursor protein (APP) by - and y-secretase-mediated cleavage. The AR monomer has a
high tendency to self-assemble into large aggregates and fibrils.

A diverse “AB oligomeric soup” exists, consisting of a large variety of rapidly exchangeable polymorphs that differ in
size, conformation, intrinsic disorder, and toxicity.

Growing evidence suggests that the most detrimental forms of amyloid § peptides are the soluble oligomers and that
the insoluble amorphous or fibrillar deposits represent a less harmful inactivated form of the peptide.

Several mechanisms have been proposed to account for abnormalities in AD, including AB toxicity, axonal transport
deficiencies, and oxidative stress.
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INTRODUCCION.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo descrito por primera vez por el psiquiatra
aleman Alois Alzheimer en 1906 y es la causa mas comun de demencia senil en la poblacion de la tercera edad y
caracterizada funcionalmente por un declive progresivo de las funciones cognitivas, pérdida de la memoria y cambios
en la personalidad’ 2. La EA patolégicamente se caracteriza por la pérdida de las sinapsis, la presencia de placas
seniles extracelulares y agregados neurofibrilares intracelulares (NFT, del inglés “neurofibrillary tangles”), y también
por una severa gliosis (proliferacion y activacién de la microglia y de los astrocitos) en la corteza cerebral y en el
hipocampo®. Ademas de estas dos caracteristicas se observa una deposicién amiloide fibrilar en vasos cerebrales
de pequefio y mediano tamafio. La disfuncién vascular resultante de esta deposicion amiloide en las paredes de los
vasos cerebrales es considerada actualmente como un elemento activo en el mecanismo de neurodegeneracion y
un contribuyente principal a la patogénesis de la enfermedad “. En esta enfermedad también se observa un estrés
oxidativo aumentado, respuestas inflamatorias amplificadas y una desregulacién de la homeostasis del calcio?.

La EA es la forma mas comUn de demencia asociada a la edad. La incidencia anual estimada de esta enfermedad
parece incrementarse exponencialmente con la edad, desde aproximadamente 53 nuevos casos por cada 1000
personas entre los 65 y los 74 afios a 231 nuevos casos por 1000 personas a edades superiores a los 85 afios®.
Globalmente, el nimero de adultos mayores se incrementara dramaticamente, de 420 millones en el afio 2000 a 973
millones en el 2030°. Tomando en cuenta que la edad avanzada es el principal factor de riesgo para la EA, no puede
subestimarse el problema que esta enfermedad poseera en términos de costo humano y financiero en las préximas
décadas.
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El propodsito de este trabajo es estudiar la biologia molecular de la enfermedad de Azheimer mediante el estudio de
sus dos principales componentes proteicos: la proteina Tau y el péptido AB. Ademas se estudiara secundariamente
su epidemiologia.

EPIDEMIOLOGIA

Un gran nimero de factores se han asociado con un riesgo aumentado de padecer de la enfermedad de Alzheimer. Una
historia de diabetes, hipertensién, fumado, obesidad y dislipidemia aumentan el riesgo de padecer esta enfermedad.
La diabetes tipo 2 aumenta aproximadamente dos veces el riesgo. La dieta grasosa puede incrementar el nivel de
colesterol y esto aumenta el riesgo de aterosclerosis, provocando un aumento del riesgo vascular cerebral’.

La edad representa el principal factor de riesgo para la EAy se considera que existe algun proceso asociado a la edad
que esta también involucrado en el desarrollo de esta enfermedad®. La incidencia de esta enfermedad aumenta con la
edad y es cerca de 15% en individuos sobre los 65 afios y casi de 50% en individuos mayores de 85 afios®. Ademas,
datos epidemiolégicos muestran que la incidencia de EA se dobla cada 5 afios a partir de los 65 afios®. Otros factores
que aumentan el riesgo incluyen un bajo nivel educativo, y una actividad fisica y mental reducida™.

Siguiendo a la edad avanzada, la historia familiar es el segundo factor de riesgo para EA™.

Considerando la edad de inicio de los sintomas se considera que existen dos tipos de EA: la de inicio temprano (antes
de los 65 afos) y la inicio tardio (después de los 65 afios). Menos del 5% de los pacientes con EA desarrollan los
sintomas antes de los 65 afios'.

Las mutaciones en los genes APP, PSEN1 y PSEN2 estan fuertemente implicadas en el EA de inicio temprano. Cabe
destacar que la region de los residuos 21-23 del péptido AR se considera un “sitio caliente” para las mutaciones,
debido al gran numero de variantes genéticas reportadas en esta area de la molécula. Las mutaciones dentro de
esta area tipicamente muestran un fuerte compromiso vascular y se asocian primariamente con angiopatia amiloide
cerebral, hemorragia cerebral y demencia®.

La enfermedad de Alzheimer de inicio temprano, es también la forma de EA llamada familiar®. Las mutaciones
implicadas son heredadas en forma autosémica dominante y causan niveles aumentados del péptido AB42, con un
inicio en la cuarta o quinta década de vida'2.

Las mutaciones en APP constituyen menos del 1%, por lo que las mutaciones de PSEN son cuantitativamente mas
importantes. No obstante, globalmente las mutaciones en cualquiera de estos tres genes apenas son responsables
por solamente el 30 a 50% de los casos de EA de inicio temprano ™.

El alelo €4 del gen APOE es el factor de riesgo genético mas fuerte para la EA’.

ApoE es una lipoproteina de 299 aminoéacidos, que presenta tres isoformas: ApoE2 (alelo €2), ApoE3 (alelo €3) y
ApoE4 (aleloe4). La frecuencia alélica es de 8.4%, 77.9% y 13.7% respectivamente™.

ApoE regula la homeostasis lipidica mediante el transporte de lipidos entre células y tejidos. En el sistema nervioso
central, ApoE es principalmente producido por los astrocitos y transporta colesterol a los neuronas mediante los
receptores de ApoE™.

Youmans y colegas comparando ratones que expresaban un alelo diferente de la ApoE encontraron que los ratones

expresando el alelo ¢4 (E4FAD) presentaban una acumulacion acelerada de A, mayores niveles totales de AB42 e
incrementos selectivos de AB42 soluble y AR oligomérico comparado contra ratones que expresaban los otros alelos
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(E2FAD y E3FAD)'. Ademas, las placas de los ratones E4FAD mostraban una mayor deposicion de AR (placas mas
densas). Finalmente, estos mismos investigadores indican que las deficiencias inducidas por los oligdmeros A en la
plasticidad sinaptica y en la viabilidad neuronal es aumentada en la presencia de APOE4 comparado con APOE3 y
APOE2.

ApoE es detectada mediante histoquimica en las placas seniles y en los NFT'”. También se ha visto que la deposicion
de Ap en la forma de placas seniles es mas abundante en los portadores del alelo €4, comparados contra no portadores
de este alelo'™. Ademas, la carga de AB en las placas seniles es dependiente de la isoforma de APOE, sugiriendo un
papel importante para la APOE modulando el metabolismo, la agregacion y la deposicion de AB™.

El riesgo relativo de EA es diferente segun se trate de un individuo con 1 o con 2 alelos €4 (dosaje genético), tanto para
los casos familiares como para los esporadicos.

A pesar de la gran relacion entre el alelo €4 de la ApoE, la posesion de este alelo no es condicidon necesaria ni
suficiente para el desarrollo de la EAy su presencia tiene un escaso poder predictivo en individuos asintomaticos. En
lugar de eso opera como un factor de riesgo para la EA, que disminuye la edad de inicio de la enfermedad en una
manera dependiente de la dosis'" "".

PROTEINA TAU

El gene humano tau es codificado en el cromosoma 17 y en el cerebro humano existen seis isoformas moleculares
debido a empalmes alternativos del pre-ARNm. Estas seis isoformas difieren por la presencia de tres o cuatro
repeticiones de 32 aminoacidos en la mitad carboxilo terminal y por la presencia o ausencia de dos insertos de 29
residuos de amino&cidos cercanos al extremo N amino terminal, codificados por los exones 2 y 3'°.

La proteina tau es expresada ampliamente en el sistema nervioso central y periférico, pero también esta presente en
rifiones, pulmon y testiculos. A nivel neuronal tau es mas abundante en los axones, aunque también se le encuentra
en los compartimentos somatodendriticos® 2.

A causa de sus propiedades hidrofilicas, tau existe como una proteina “intrinsecamente desordenada”, en una
conformacion extendida o desordenada. Esto significa que la cadena polipeptidica es altamente flexible y mévil y con
un bajo contenido de estructuras secundarias (a-hélice, B-plegada, 6 hélice Il de poliprolina)®.

La secuencia primaria revela que tau contiene tres dominios principales: una parte acidica N-terminal, una regién
central rica en prolina y un dominio C-terminal basico?'.

El dominio C-terminal se une a los microtubulos y promueve y estabiliza su ensamblaje. La unién a los microtubulos
ocurre a través de dominios repetidos, presentes en tau, (R1-R4) codificados por los exones 9-12. Cada repeticion
consta de un segmento conservado de 18 residuos de aminoacidos.

La regién media, rica en prolina, es el blanco de muchas proteinas quinasas dirigidas por la prolina y contiene sitios
de union para proteinas con dominios SH3%.

El dominio N-terminal, acidico, puede interactuar con las mitocondrias, con otros elementos del citoesqueleto o con la
membrana plasmatica?.

Tau es una proteina multifuncional, siendo su principal funcién promover y mantener la estructura de los microtubulos
(MT). Dicha proteina se une a los microtubulos estabilizando esta estructura subcelular, a través de su dominio
C-terminal. La unién a los MT es mediada a través de los dominios repetidos (R1-R4) codificados por los exones 9
a 12 y que son llamados también MTBR (del inglés, “microtubule binding repeat domain”)?'. La proteina tau es una
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fosfoproteina y su unién a los microtibulos es mediada por la fosforilacidn de residuos de serina y treonina en sitios
inmediatamente adyacentes a MTBR y también presentes dentro de dichas regiones?.

Los MT son polimeros proteicos formados por dos subunidades, a y 8 tubulina, que forman parte del citoesqueleto y
que participan en diversos procesos celulares tales como mitosis, estabilizacion de la forma celular y el transporte de
sustancias y organelas dentro de la célula?.

Tau puede sufrir una serie de modificaciones postraduccionales como nitracién, ubiquitinizacion, truncacién, glicacién,
oxidacion, glicosilacion, y poliaminacion, las cuales parecen reducir la afinidad de unién de tau hacia los microttbulos
y pueden llevar a una acumulacion intraneuronal de esta proteina®" %,

Fosforilacion de tau

La principal modificacién descrita de tau es su fosforilacion. El estado de fosforilacion de esta proteina depende del
equilibrio entre las actividades de diferentes proteinas quinasas y fosfatasas.

Se citan una serie de quinasas capaces de fosforilar a tau: GSK-3 (“Glycogen synthase kinase-3"), Cdk5 (“Cyclin-
dependent kinase 5”), JNK (“C-Jun amino-terminal kinase”), CK1 (“Casein Kinase 1”), Dyrk 1 (“Dual specificity
tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1”), AMPK (“Adenosine-monophosphate activated protein kinase”), MARKs
(“Mcrotubule-affinity regulating kinases”), PKA (“Cyclic AMP-dependent protein kinase”) y TPKI y TPKII (“Tau protein
kinase | y II"). E igualmente se citan una serie de protein fosfatasas capaces de desfosforilar a tau: PP2B (calcineurina),
PP2A (“Protein phosphatase 2”), PP1 (“Protein phosphatase 1”), PP5 (“Protein phosphatase 5”), CacyBP/SIP y
TNPAPZ,

La unién de tau a los MT es regulada por modificaciones postraduccionales, especialmente por la fosforilacién. Esta
reaccion puede neutralizar cargas positivas, alterar la conformacion y desprender la unién tau-MT.

La unién normal de tau a los microtubulos requiere de la fosforilacién de serinas y treoninas en sitios adyacentes y
dentro de los MTBR por una variedad de quinasas. No obstante, la hiperfosforilacion de tau decrece reversiblemente
la afinidad de tau por los MT. Los investigadores Mandelkow y Maldekow indican que los sitios de las interacciones
tau-tau se traslapan significativamente con los sitios de interaccion tau-MT, sugiriendo que los MT logran anular la
capacidad de tau para originar fibrillas, quiza por estabilizar una conformacién no-agregante?.

Siguiendo esta linea de pensamiento la hiperfosforilacion favoreceria la transicion a una conformacion de tau pro-
agregante.

El segundo factor esencial para el ensamblaje 0 agregacion de tau es su propensidn a formar estructuras secundarias
B. Al respecto cabe sefialar que tau forma parte de un grupo de proteinas que originan las enfermedades cerebrales
amiloides y que tienen entre sus caracteristicas una conformacion rica en estructuras §*. Otra miembro de este grupo
es el péptido AB.

En las tautopatias, entre ellas la EA, tau esta hiperfosforilada y presenta una conformacién mas plegada, que es mas
propensa a agregarse que la tau no fosforilada®. La proteina tau hiperfosforilada es capaz de autoensamblarse o
autoagregarse in vitro®.

Se menciona que la fosforilacion de la treonina en posicion 231 (T231) es un evento temprano en la generacion de ovillos,
o agregados neurofibrilares, de tau. Ademas, esta misma fosforilacion disminuye la afinidad de tau por los microtubulos.
En pruebas in vitro y utilizando células la enzima GSK-2 fosforila T231 y otros aminoacidos relevantes de tau®. Los
principales sitios de fosforilacion identificados para esta enzima son Ser199, Thr231, Ser396 y Ser413°.
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Otro sitio importante de fosforilacion es la serina 262 y es fosforilado por MARK y también ocasiona una disminucién
de la afinidad por los microtibulos® 2.

Tau hiperfosforilado no se une a la tubulina, ni promueve el ensamblaje de los microtubulos y méas bien inhibe el
ensamblaje y desestabiliza (desensambla) los microtibulos?. Ademas, tau hiperfosforilado secuestra las otras dos
proteinas principales asociadas a los microtubulos en las neuronas, MAP1A/B y MAP2%.

Tau hiperfosforilado se autoagrega y polimeriza en estructuras cada vez mayores dando origen a los filamentos
helicoidales pareados (PHFs, del inglés “paired helical filaments”) y a los filamentos rectos (SF, del inglés “straight
filaments”) que forman los ovillos neurofibrilares (NFTs del inglés “neurofibrillary tangles”) intracelulares y caracteristicos
de la EA %, La estructura secundaria de hélices f es la estructura predominante en los PHFs y en los NFTs . La
proteina tau no hiperfosforilada tiene una estructura flexible, en contraste tau formando PHFs es una proteina insoluble
y mal plegada y durante el proceso de formacién de los NFTs progresivamente adquiere una conformacion rigida®.

El modelo mas simple para la generacion de los NFTs es el ensamblaje directo a partir de mondmeros de tau libre y/o
oligémeros de tau en el citosol. La formacion del agregado se inicia inmediatamente después de la disociacion con
los microttbulos o por cambios conformacionales que ocurren en tau todavia unido a los microtubulos. En efecto, se
ha visto oligomerizacion de esta proteina en la superficie de los microtibulos y esto puede generar oligémeros de tau,
que se constituyen en lugares de nucleacion para esta proteina hasta llevar a los NFTs %,

Dentro de los NFTs, ademas de la presencia de tau como principal proteina, se encuentran otras moléculas: elementos
del citoesqueleto (tropomiosina, vimentina, MAP2), elementos asociados a proteasas (ubiquitina, catepsinas, tripsina,
elastasa), proteoglucanos (proteoglucano condroitin sulfato, proteoglucano keratin y heparan sulfato), moléculas
proinflamatorias (citoquinas, moléculas del complemento y proteinas de fase aguda), moléculas relacionadas a la
amiloidogénesis (APP, presenilinas y apolipoproteina E), moléculas asociadas al estrés oxidativo (productos finales
de glicacién avanzada y productos de la perooxidacion lipidica)®.

Truncacion de tau

La truncacion es el corte proteolitico de tau, originado fragmentos. Esta proteina contiene sitios potenciales de corte
accesibles a multiples proteasas (caspasas, calpaina y PSA entre otras).

La presencia del extremo C-terminal tiene un efecto inhibitorio sobre la polimerizacion de tau completo y en modelos
animales la truncacion de dicho extremo es suficiente para causar la agregacion de tau. In vitro la truncacion del
C-terminal acelera la formacion de filamentos de tau®.

Del mismo modo la truncacion de tau, en el acido aspartico 421 por una caspasa, vuelve al fragmento resultante mas
propenso a formar fibras que tau completo. La activacion de la caspasa y el corte de tau preceden a la formacion de
fibrillas de tau®.

La hiperfosforilacion de tau precede tanto a los cambio conformacionales como al corte de esta proteina y la truncacién
puede volver a tau un sustrato mas favorable para una fosforilacion anormal®.

PEPTIDO AB.

El péptido A se origina a partir del procesamiento proteolitico de la proteina ABPP (también conocida como APP) por
la accién secuencial de dos enzimas: - y [-secretasas.
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LaAPP es una proteinaintegral de membrana con un dominio extracelular N-terminal largo, un dominio intramembranayy
una corta region C-terminal citoplasmica. La proteina puede suftir dos vias alternativas y excluyentes de procesamiento.
La mayoria de la APP, después de su transporte hasta la membrana es cortada por una o-secretasa. Esta via, llamada
no amiloidogénica, impide la formacion del péptido AB ya que el corte por la a secretasa ocurre dentro de la secuencia
del péptido amiloide. La via amiloidogénica es iniciada por un corte a partir de la B-secretasa originando un péptido de
99 aminoacidos (B-CTF), que luego es cortado por la I-secretasa originando el péptido AB™.

La accién de la enzima [-secretasa resulta en la produccién mayoritaria del péptido AB1-40, de 40 aminoacidos, llamado
también AB40, y cantidades menores del péptido AB1-42, de 42 aminoacidos, llamado también Ap42, y cantidades
minusculas de otros péptidos de entre 37 a 43 aminoacidos. Esta variacion en la longitud del péptido generado es
consecuencia del patron de procesamiento heterogéneo de la I secretasa’'-*2.

Generalmente los péptidos mas largos son mas hidrofbicos y mas propensos a agregarse, pues incluyen aminoacidos
hidrofébicos presentes en la region central de la proteina APP, que es la regidn que esta inmersa dentro de la membrana
citoplasmica®.

La funcién fisiologica de la proteina APP es incierta, aunque se sugiere que participa en una variedad de funciones,
incluyendo la adhesién celular, la regulacion de las interacciones célula/célula o célula/matrix y la mediacion del
crecimiento de la neuritas®.

PRESENILINAS

Los genes PSEN1 (cromosoma 14) y PSEN2 (cromosoma 1) dan origen a dos proteinas transmembrana de 467
y 448 aminoacidos denominadas presenilina 1 (PS1) y presenilina 2 (PS2) respectivamente. Ambas proteinas son
expresadas en el cerebro y en los tejidos periféricos®.

PS1y PS2 son subunidades de un complejo proteico denominado [-secretasa. Este complejo enzimatico corta varias
proteinas de membrana, incluyendo a APP, en su dominio transmembrana.

Aparte de PS1y PS2 otras tres proteinas forman parte del complejo de la [-secretasa: nicastrina, PEN-2 y APH-1%.
Ademas de participar directamente en la formacién del péptido AB, las PS regulan el corte de otros receptores y
transductores de sefales tales como Notch-1, ErbB4, DC44 y caderinas. Ademas las PS afectan directamente otras

moléculas sefializadoras®.

Las mutaciones en los genes de las presenilinas se asocian a una mayor produccion de AB42 y a una mayor relacién
AB42/AB40, que en algunos casos puede llegar hasta a valores de aproximadamente 174,

DIMEROS, OLIGOMEROS Y FIBRILLAS DEL PEPTIDO A.

El monémero AR tiene una alta tendencia a autoagregarse formando desde dimeros, oligomeros, a estructuras de
orden superior, como protofilamentos, protofibrillas y fibrillas, hasta llegar a la formacién de placas.

En este proceso que lleva a la formacién de las fibrillas se originan numerosos intermediarios formados por la unién
de monémeros Ap.

La heterogeneidad producida durante este proceso es grande y se origina a dos niveles: de monémero y durante el
proceso de agregacion.
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El mondmero AB existe como una mezcla compleja de monémeros producto de tres fenémenos: (1) el corte proteolitico
por la [-secretasa genera una variedad de péptidos AB de entre 37 y 43 aminoacidos que coexisten mutuamente.
La especie mas abundante es la AB40 seguida de la AB42%; (2) el péptido AB no existe en una conformacion o
plegamiento Unico, sino como una mezcla de conformaciones mutua y rapidamente interconvertibles® %; y (3) el
monomero AB presenta modificaciones postraduccionales: racemizacion, isomerizacion, fosforilacion, oxidacion,
glicacion y piroglutamilacion®. Al igual que con la proteina tau en los cerebros con EA hay una proporcion significativa
de variantes AP truncadas, tales como AB2-17, AB-17, Apn-40/42 con n variando entre 2 y 11 para adicionar mas
variabilidad®.

Longitud del monémero

La longitud del monémero afecta su potencial neurotoxico y agregante, por ejemplo, AB42 es mas propenso a agregarse
que AB40 y esa caracteristica hace que tenga una mayor capacidad de formar fibrillas que AB40%.

Vandersteen y colaboradores usando péptidos AR de diferente longitud estudiaron la cinética de agregacion de los
mismos y concluyeron que AB42 y AB43 se agregan mas rapidamente que péptidos mas cortos (AB38 y AR40). Otros
hallazgos importantes de su estudio indican que el potencial citotoxico es diferente segun la longitud del péptido y que
mezclas de diferentes péptidos a diferentes proporciones afectan el comportamiento agregante de la mezcla total AB,
pudiendo incluso volver toxicos a péptidos cortos, por ejemplo AB38, considerados como no tdxicos en forma aislada®.

Conformacion del mondémero

El péptido AB existe en solucion como una espiral desordenada que carece de una estructura secundaria regular a o
B*'y se le categoriza como un péptido intrinsecamente desordenado (IDP, del inglés “intrinsically disordered peptide”)
que no muestra una conformacion Unica y que en solucion adopta conformaciones extendidas o colapsadas .

Esta caracteristica del IDP le permite interactuar con muchas moléculas diferentes, incluyendo péptidos idénticos
y otras variantes de AB. Ademas, esta capacidad de realizar interacciones multiples posibilita al péptido AR sufrir
modificaciones postraduccionales, pues se vuelve una molécula muy accesible para diferentes reacciones quimicas
con diferentes ligandos.

Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones que sufre AR ocasionan cambios en las conformaciones posibles que puede adoptar y por ende
sobre su grado de reactividad, incluyendo su capacidad de autoagregacion.

El Proceso de agregacion

El proceso de agregacion de los monémeros AB, arrancando desde la formacion de dimeros y llevando hasta las
fibrillas, se considera un proceso dinamico, en el que en todo momento coexisten diferentes especies en diferentes
estados de agregacion.

En su forma mas sencilla puede hablarse de un proceso que incluye a dimeros, oligdmeros, protofibrillas y fibrillas y
numerosos intermediarios entre cada paso.

Un gran problema es la existencia de un vocabulario rico y confuso en la literatura para describir los diferentes
oligdmeros y ensambles fibrilares. El origen de esta confusa terminologia se ubica en la utilizacion de diferentes
técnicas y procedimientos empleados para estudiar el proceso de agregacion. Los investigadores Masters y Silkoe
brindan una larga lista de toda esta terminologia®.
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Van Nuland y colaboradores describen un proceso global que va del mondmero, pasando por los oligomeros,
protofibrillas hasta llegar a las fibrillas®.

En este proceso los mondémeros estan en equilibrio con los oligdbmeros, es decir que los mondémeros se asocian y
disocian constantemente de los oligémeros in vitro*. Hay un reciclamiento constante de monémeros AB40 y AB41y
una competencia por la unién a los extremos de agregados protofibrilares o fibrilares.

La incorporacion de los mondmeros a los oligbmeros ocurre en dos pasos: el primero es un rapido cambio
conformacional de los monémeros desde una estructura desordenada a una con un contenido significativo de hélice
B. El segundo estado es un proceso relativamente lento, y es el acoplamiento del monémero, que presenta una
estructura antiparalela de laminas o hélices f3 %.

A su vez los oligémeros estan en equilibrio con las protofibrillas, existiendo una mezcla heterogénea de pequefios
oligémeros AB en equilibrio con las protofibrillas y las fibrillas®.

Las protofibrillas se asocian para dar origen a las fibrillas maduras, que no se pueden considerar como entidades
estaticas, porque continuamente se asocian y disocian por ambos extremos de la fibrilla.

Ademas, sobre la superficie de la fibrilla se producen procesos de nucleacion de nuevos agregados a partir de
monémeros, a una tasa dependiente de las concentraciones de los monémeros y de las fibrillas*.

Las fibrillas AR son agregados peptidicos con una estructura B, que se origina de secuencias ubicadas en el centro o
en el C-terminal®’.

Las fibrillas AB poseen un ordenamiento y una rigidez altos comparadas con el monémero A, pero aun asi retienen
siempre una cantidad considerable de desorden en el segmento N-terminal*®.

Anivel de la fibrilla se considera que existe un polimorfismo estructural grande, definido como la variabilidad existente
en la conformacién del péptido o en el rearreglo intrafibrilar de las diferentes fibras®”. No obstante, a pesar de todas las

multiples diferencias en su estructura total, existe un motivo estructural de hojas beta antiparalelas bien caracterizado
dentro de las fibrillas? ¥,

Otras variables

Los metales afectan la dinamica del péptido AR pudiendo afectar el proceso de agregacion y la misma variabilidad del
mondmero.

Masters y Selkoe indican que el cobre puede inducir modificaciones oxidativas en el monémero AR y que la reduccién
de la biodisponibilidad intracelular de cobre tiene un efecto inhibitorio sobre la formacion de los oligémeros®.

Se citan otros metales que pueden afectar al péptido AB y su proceso de agregacion, principalmente el hierro y el
zinc®,

LAS PLACAS SENILES

Las placas seniles son lesiones esféricas extracelulares de 10-200 um de diametro. Las placas pueden ser clasificadas
dentro de multiples tipos, pero para fines practicos interesan basicamente dos tipos, difusa y neuritica.
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Las placas seniles difusas representan una lesion cerebral temprana dentro de la EAy se piensa que este tipo de placa
progresa hasta la placa compacta clasica con un mayor involucramiento neuritico ©. Aunque esto no necesariamente
representa una evolucién de un tipo de placa a otro tipo y mas bien podria representar diferentes mecanismos de
formacién de la placa senil.

La placa clasica o neuritica es una lesion extracelular esférica de 0-50 um de diametro. Las placas difusas tienden a
ser mas heterogéneas en tamario.

Dentro de la placa senil se encuentra AR en una estructura B cruzada. Las placas neuriticas contienen una region
central hecha de filamentos del péptido AR de 6-10 nm, dispuestos como un manojo que irradia a partir del centro®.
Las placas densas exhiben un halo periférico de especies oligoméricas de AB*.

Datos experimentales obtenidos a partir de EA familiar y esporadico muestra que la region central tiene mas AB43 que
AB40*.

El tamafio de las placas compactas o densas varia entre los pacientes, con distribuciones de tamafo mayores
correlacionando con una edad temprana de inicio de los sintomas. No obstante, el tamafio de la placa densa no se
correlaciona con la duracion de la enfermedad, indicando que la duracion de la enfermedad clinica no es un buen
predictor independiente del tamafio de la placa densa, sino que depende de la edad de inicio de los sintomas®.

Cummings y colaboradores utilizando un modelo de ratones transgénicos (TASTPM) detectaron que antes de ocurrir
cualquier formacion de la placa habia un bajo nivel de AB42 (relacion AB42:AB40 de 1:3), pero cuando empezaba a
detectarse la formacién de la placa el nivel de ese péptido se incrementaba notablemente (relacion AB42:AB40 de
1:1)%,

Este hallazgo esta en consonancia con el hecho de que las formas mas largas del péptido A son mas propensas a
autoagregarse y que al alcanzar cierta concentracion critica se inicia dicho proceso.

LA PATOLOGIA POR TAU Y POR EL PEPTIDO Ag.

Las neuronas y sinapsis degeneradas en el cerebro de pacientes con EA se localizan usualmente dentro de regiones
que se proyectan o que estan en areas con alta densidad de placas seniles (AB) y de ovillos fibrilares (tau). Las
regiones severamente afectadas incluyen el hipocampo, la corteza entorrinal, la amigdala, la neocorteza y algunas
areas subcorticales'® %2, El hipocampo y la corteza son areas esenciales para el aprendizaje y la memoria y entonces
es posible que la presencia de las placas seniles y de ovillos fibrilares contribuya a la patogénesis de la EA.

No obstante, la neurotoxicidad de AB se asocia cada vez mas a los oligémeros solubles y no tanto a las placas. En este
sentido se dice que los oligémeros AR son mas téxicos que el amiloide AB insoluble de la placa'® 24 38.53.54,

La placa amiloide funcionaria como una especie de reservorio de oligémeros AB, que podrian difundir para ejercer
su efecto neurotoxico a diferentes niveles® 5%, Las formas oligoméricas solubles se acumulan en la periferia de las
placas densas amiloides'®.

Numerosos mecanismos han sido postulados para explicar la patogénesis y evolucion de la EA. Debe agregarse que
€S0S mecanismos no son necesariamente mutuamente excluyentes.

La neurotoxicidad de AB se asocia a los péptidos mas largos, porque son mas propensos a formar estructuras

plegadas extensas y a autoagregarse '®. La rapida induccion de estructuras B plegadas extensas tiene un profundo
valor predictivo en términos del potencial neurotéxico®.
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No obstante, in vivo la situaciéon es mas compleja porque lo que existe es una mezcla de péptidos AR de diferente
longitud y en diferente proporcién y no Unica especia o isoforma de AB®.

Las mezclas de varios péptidos AB no se comportan de una manera predecible, de acuerdo a un simple efecto aditivo
y mas bien pueden modular activamente el comportamiento de otras isoformas presentes en la mezcla o de inducir o
prevenir la toxicidad o incluso modificar la propensién a la agregacion.

Vandersteen y colaboradores demuestran que la inclusién de AB38 y AR43 en mezclas complejas de AR40 y AB42
afecta sustancialmente el comportamiento A total y que AB38 y AB40, consideradas no toxicas, pueden llegar a serlo
inesperadamente en estas mezclas®.

Con respecto a tau su potencial neurotéxico se origina a partir de su fosforilacién, originando tau hiperfosforilado, que
causa una disrupcion del citoesqueleto microtubular, afectando el transporte axoplésmico.

Con la proteina tau al igual que con el péptido AR la especie toxica, o por lo menos la mas toxica, es la forma
oligomérica soluble y no el ovillo neurofibrilar (NFT)?" 2.

También se postula que la formacion de NFTs seria un mecanismo neuroprotector? %, para secuestrar a tau
hiperfosforilado, pues esta es la forma que ocasiona la ruptura microtubular. En apoyo de esta idea se puede sefialar
que las neuronas con NFTs sobreviven muchos afios y el decrecimiento de la densidad de los microtubulos no se
relaciona con la acumulacién de las PHFs. Con la agregacion tau pierde su habilidad para secuestrar tau normal y de
inhibir la regeneracion de la red microtubular®-¥'.

Emerge un cuadro donde aunque la patologia de la EA se explica principalmente a partir de la mayor produccion y
acumulacién, o menor degradacion de AB (la hipdtesis amiloide), tanto AR como tau parecen ser necesarios para el
dafio neuronal. La reduccién de ambas especies, AR y tau hiperfosforilado, pero no solo de AB disminuye el dafio
cognitivo en modelos de ratones que expresan tanto las placas amiloides como NFTs 2. Ademas, experimentalmente
se observa que la supresion de tau bloquea la toxicidad inducida por AR y reduce el déficit de la memoria 2.

Otra prueba indirecta del papel de la proteina tau en la patologia de la EA viene de hecho que la cantidad y progresién
de NFT correlaciona positivamente con el grado de deterioro cognitivo® 24 2. De hecho, el niumero y la distribucion de
los NFT sirven como un buen marcador de la progresion de la EA™. Mientras que hay una pobre correlacion entre las
placas amiloides y la disfuncion cerebral® 3 4%, Aunque esta pobre correlacién podria deberse al gran polimorfismo
existente dentro de las fibrillas amiloides, pues las placas estan formadas de fibrillas de diferente morfologia®.

Algunos autores sugieren tres posibles modos de interaccién entre ambas moléculas: (1) AB media la patologia de tau,
(2) un efecto sinérgico toxico de ambas moléculas, y (3) tau media la toxicidad de AB%.

Se han postulado numerosos mecanismos para explicar la patogénesis de la EA. Muchos de esos mecanismos se
traslapan entre si o resultan ser complementarios. En casi todos ellos destaca el papel central del péptido AB.

Los mecanismos son los siguientes: 1, 2 y 3) interaccion del péptido AB con la membrana plasmatica dando lugar
a la formacion de poros, a la alteracidén de diversos receptores o a estrés oxidativo; 4) deterioro de los sistemas
degradativos autofagico y lisosomal; 5) alteracién de la homeostasis del calcio; 6) deterioro del transporte axoplasmico
de moléculas y organelas por medio del citoesqueleto; 7) estrés oxidativo; 8) declinacion de la actividad metabdlica
cerebral; y 9) unién de AB a diferentes receptores de la membrana.

La hidrofobicidad aumentada de los péptidos mas largos de AB permitiria que este péptido se integre o inserte dentro

de la bicapa lipidica, iniciando de esta manera el proceso de dafo celular, para todos aquellos mecanismos que
involucran la interaccion de este péptido con la membrana®.
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Alteracion de la homeostasis del calcio. La alteracién en los niveles del calcio, puede ocasionar un aumento
crénica del calcio intracelular. El nivel del calcio es utilizado por las neuronas para controlar una serie de funciones
incluyendo la excitabilidad de la membrana, la liberacion de neurotransmisores, la expresion génica, el crecimiento
celular, la diferenciacion, la formacién de radicales libres y la muerte celular ©. Cambios sostenidos en la sefializacion
del calcio, y especificamente un aumento significativo del calcio intracelular en forma crénica, ocurren previo al declive
cognitivo y a la muerte neuronal significativa en la EA®".

Un nivel aumentado de calcio intracelular, y por ende de la sefializacion a través del mismo, activa proteasas que
degradan proteinas involucradas en el aprendizaje y en la memoria. La desregulacion prolongada del calcio ocasiona
estrés oxidativo por acumulacion de radicales libres del oxigeno (ROS), disfuncion mitocondrial y muerte neuronal.

La alteracion de la homeostasis del calcio intracelular neuronal se ha postulado que puede ocurrir por dos mecanismos:
el péptido AB se inserta en la membrana neuronal creando un canal o poro que permitiria el ingreso del calcio o por
la activacion de los receptores de NMDA. La activacion de los receptores NMDA, ocasionaria un aumento del calcio
intracelular y la estimulacion subsecuente de una cascada de enzimas resultando en la muerte celular®®'. En la unién
de AB a la membrana tendria especial participacion la fosfatidilserina como mediador de dicho proceso®.

Activacion de receptores por insercion de AB. La union de AR a la membrana podria ocasionar la activacion de
diversos receptores (NMDA, AMPA, de insulina y otros)* 38!, En este caso la unién del péptido podria perturbar
inespecificamente la estructura de los receptores mencionados.

Alteracion/disfuncion de vias degradativas. Los sistemas lisosomal, con sus vias endocitica y autofagica,
y proteosémico son los principales mecanismos degradativos de las proteinas y organelas disfuncionales. Las
alteraciones/disfunciones en el sistema endosomal/autofagico son reconocidos como eventos neuropatol6gicos
tempranos en la EA®

Una falla en el sistema lisosomal puede incrementar la concentracion del péptido AB, permitiendo un aumento en la
carga de AB cerebral y promoviendo su oligomerizacion y los procesos patogénicos subsecuentes®.

Avrahami et al utilizando ratones transgénicos 5XFAD, que producen y acumulan AB42, demostraron que el déficit
del funcionamiento lisosomal en los cerebros de estos ratones contribuye a la masiva y rapida acumulacion de AR®.
Ademas, la restauracion de la funcion lisosomal revierte los sintomas de EA.

En otra serie de experimentos Tai y colaboradores encontraron que la proteina tau hiperfosforilada y agregada se
acumula en las terminales pre y possinaptica, a causa de un deterioro de la protedlisis mediada por el sistema del
proteosoma®.

También se ha visto que los oligomeros solubles de AR pueden inhibir la actividad proteosémica en regiones cerebrales
asociadas con la formacion de la memoria a largo plazo (por ejemplo en el hipocampo y en el I6bulo parietal inferior)®®

Entonces, se ha observado una falla en los mecanismos degradativos que permite la acumulacién de varias proteinas
relevantes a la patogenia de la EA, incluyendo AB y tau, y de otros factores como mitocondrias dafiadas y proteinas
caspasas activadas que promueven la muerte celular. Estas deficiencias en Ultima instancia iniciarian multiples
cascadas neurodegenerativas.

Estrés oxidativo por inserciéon de AR en la membrana. El péptido AB insertado en la membrana podria inducir
directamente estrés oxidativo por medio de la metionina en la posicion 35 del péptido. Este aminoacido formaria
un radical, metionina sulféxido, que ocasionaria la subsecuente peroxidacion lipidica. Los investigadores Butterfield,
Swomley y Sultana han mostrado que la metionina 35 es critica para el estrés oxidativo y para la neurotoxicidad
utilizando modelos de mamiferos®.
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El cerebro es muy susceptible al estrés oxidativo debido a su alta demanda energética, su alto consumo de oxigeno,
las grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturado (capaces de suftir peroxidacion), los bajos niveles de enzimas
antioxidantes y su alto contenido de hierro®: ¢,

Inflamacion cronica y estrés oxidativo. La presencia de microglia es la base de la hipétesis que la EA es una
enfermedad de inflamacion excesiva dentro del cerebro®.

La deposicion de AB en el cerebro se asocia a una respuesta inflamatoria con niveles aumentados de citoquinas
proinflamatorias, de componentes del complemento y de proteinas de fase aguda®.

Los astrocitos y la microglia rodean las placas amiloides, siendo las placas el factor quimiotactico para estas células®®.
Ademas, AP activa la microglia ocasionando una respuesta inflamatoria con una liberacion aumentada de citoquinas
neurotdxicas, produciendo dafio oxidativo e induciendo mecanismos de apoptosis. Los astrocitos también producen
muchos mediadores inflamatorios'” "7,

En apoyo de lo anterior se observa una asociacion entre la magnitud de la activacion microglial y la severidad de los
cambios patologicos en la EA%.

El proceso inflamatorio genera ROS resultando en estrés oxidativo (EO), que es el factor causante de dafio oxidativo
a proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos, ocasionando disfuncion celular® ™.

EI'EO y sus efectos se encuentran tan temprano como en los estados de MEI y EAD en la progresion a la EA™.
A su vez el EO contribuye a la generacion de AB y de NFT, creando un circulo vicioso de neurodegeneracién.

Un componente celular implicado en la exacerbacion del EO es la presencia de niveles aumentados de productos
finales de glicacion avanzada o AGEs (del inglés “advanced glycation end products”) en pacientes con EA. Los AGEs
colocalizan con las placas amiloides y fracciones enrriquecidas en placas contienen mas de tres veces mas AGEs que
las fracciones de pacientes controles de edad similar, sugiriendo que AB podria estar glicado € 72.

Los depositos de AB extracelulares y NFT intracelular tienen una elevada estabilidad, constituyendo sustratos ideales
para sufrir glicacion, originando AGEs?* .

Ademas, en los pacientes con EA se observan niveles aumentados de RAGE (receptores para AGE) en la microglia y
en las neuronas. La union de AB o AB-AGE a RAGE se asocia a la generacién de EQ5" 73,

Los niveles de RAGE se hallan mas aumentados en células tratadas con AB-AGE que en células tratadas solo con AR
y la aplicacién de anticuerpos contra RAGE atenua significativamente el dafio neural inducido por AR-AGE™.

Li y colaboradores utilizando cultivos de neuronas del hipocampo encontraron que AB-AGE es mas toxico que AB en
el decrecimiento de la viabilidad celular, en la induccion de apoptosis, en la hiperfosforilacion de tau y en el dafio a las
sinapsis™.

De todo lo anterior emerge un panorama de la existencia de un circulo vicioso de neurodegeneracién en la EA, donde
diferentes factores promueven la inflamacién y el EO y los AGEs se postulan como uno de esos factores.

Disfuncion mitocondrial. Las mitocondrias constituyen el centro energético de la célula y una mitocondria
disfuncional es la principal generadora de ROS que ocasiona el EO. La disfuncién mitocondrial ha sido implicada
entre los mecanismo causantes de EA. El péptido AR puede interactuar con diferentes componentes de la mitocondria
ocasionando una menor generaciéon de ATP y una mayor produccién de ROS. La menor generacién de energia

© 2016. Asociacion Costarricense de Medicina Legal y Disciplinas Afines




Vol. 33 (2), Setiembre 2016. ISSN 1409-0015 Medicina Legal de Costa Rica - Edicion Virtual ‘!
NS

contribuiria a un defecto en la remocién de los agregados de AB agravando el problema y llevando a la disfuncién y
muerte neuronal® ™°. El péptido AB puede bloquear la traslocacion de proteinas codificadas a nivel nuclear hacia la
mitocondria™. Aunque también se menciona un efecto sinergistico de tau-Ap alterando la funcién mitocondrial?: .

Transporte axoénico deficiente. Tau promueve el ensamble y la estabilizacion microtubular y entonces se involucra
en el transporte axonico®”. En consecuencia, la pérdida de la funcién de tau (por hiperfosforilacién mediada por AB)
compromete el transporte axénico, por un colapso del citoesqueleto de microttbulos, contribuyendo a la degeneracién
sinaptica®2" 4, Los microtUbulos estan significativamente disminuidos en nimero y longitud en neuronas en la EA por
hiperfosforilacién de tau, ocasionando neuritas distréficas y una distribucion anormal de mitocondrias®: ™® 76, Algunos
investigadores han encontrado que tau y el péptido AR en conjunto pueden causar deficiencias en el transporte axénico
y especificamente en el transporte de mitocondrias, pero en una manera independiente de los microtubulos.

Declinacion de la actividad metabolica. Debido a multiples factores se produce una disminucién de la actividad
metabolica cerebral y esta disminucion ocasionaria el deterioro cognitivo y la activacion de la secretasa-l y por ende

un incremento del péptido AB. En esta hipdtesis la deposicidn de AB no seria la causa del deterioro mental y mas bien
vendria a ser una consecuencia de la disminucion metabdlica cerebral™.

CONCLUSIONES

Las placas amiloides del péptido AB y los ovillos neurofibrilares, constituidos principalmente por tau hiperfosforilado,
constituyen a nivel molecular los principales hallazgos de la EA.

El péptido AB presenta un gran polimorfismo y se considera que en realidad existe como una mezcla compleja de
moléculas de AB de diferente longitud y conformacion.

La proteina tau promueve y estabiliza los microtubulos y su hiperfosforilacion ocasiona una alteracion microtubular que
podria ocasionar parte de la disfuncion celular observada en la EA.

Tanto AB como tau hiperfosforilada se caracterizan por su capacidad para agregarse, originando conglomerados
insolubles. La capacidad para autoagregarse viene dada por una transicion en la conformacion de a hélice a un
predominio de una estructura § plegada.

En el proceso que lleva a la formacion de las placas amiloides y del NFT se originan oligdmeros solubles de diverso
tamafio y estos oligdmeros se mencionan como la forma mas toxica para ambas moléculas.

Aunque AB parece estar mas involucrada en la patologia de la EA, ambas moléculas han sido implicadas en la
patogénesis de la EA. Con toda probabilidad las acciones de los péptidos AB extracelulares y la proteina tau intracelular
estan estrechamente relacionadas a través de una serie de procesos y eventos.

Se han propuesto diversos mecanismos para tratar de explicar la patogénesis de la EA.
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