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RESUMEN

El hipocampo y la corteza del cerebro de pacientes con enferme-
dad de Alzheimer (EA), presentan: a) una extensa lesién neuronal;
b) un incremento de los productos de dafo oxidativo, y ¢) una acu-
mulacién de agregados/oligémeros proteicos, que en conjunto po-
drian ser responsables de la pérdida progresiva de las capacida-
des cognitivas observadas en la EA. El principal componente de
los agregados/oligébmeros proteicos, llamados placas seniles (PS),
es el péptido B-amiloide (BA), generado por el corte proteolitico de
la proteina precursora del amiloide (PPA). Las evidencias genéti-
cas, bioquimicas y de biologia celular obtenidas hasta el momento
sugieren que los oligémeros del péptido BA serian los responsables
del dafio neuronal observado en la EA.

Ademaés, se ha propuesto que moléculas accesorias modularian la
toxicidad del péptido BA.

En este contexto, se ha demostrado que algunos metales de transi-
cién como el cobre, el hierro y el cinc, que se acumulan en las pla-
cas seniles, se asocian al péptido BA, induciendo su agregacién y
la produccién de especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, la in-
teraccion entre estos metales de transicién y el péptido BA podria
explicar en parte la lesién neuronal y la presencia de dafio oxida-
tivo defectado en el cerebro de pacientes que presentan EA.
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Transition metals and Alzheimer’s disease

ABSTRACT

The hippocampus and cortex of the brains of patients with Alzhei-
mer’s disease (AD) show 1) extensive neuronal death; 2) an incre-
ase in oxidative damage products; and 3) an accumulation of pro-
teinaceous oligomers/aggregates, which all together may be
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responsible for the progressive loss of cognitive capacities obser-
ved in AD. The principal component of these proteinaceous oligo-
mers/aggregates, called senile plaques (SP), is the amyloid-3 pep-
tide (AB), which is generated by proteolytic processing of the
amyloid precursor protein. The genetic, cellular and biochemical
evidence obtained so far suggests that the oligomeric species of the
AB peptide may be responsible for the neuronal damage in AD.
Moreover, it has been proposed that some accessory molecules
could modulate AB peptide toxicity.

In this context, it has been shown that transition metals such as cop-
per, iron and zinc, which accumulate in SP, can interact with the AR
peptide, promoting amyloid aggregation and the formation of re-
active oxygen species. Therefore, the interaction between transition
metals and the AB peptide may partially explain the neuronal and
oxidative damage detected in the brains of patients with AD.

Key words
Alzheimer’s disease. Senile plaques. Amyloid-B peptide. Transition
metals.

INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad
neurodegenerativa, caracterizada por la pérdida progresi-
va e irreversible de la memoria, la orientacién y el razona-
miento, lo que finalmente termina con las funciones inte-
lectuales y la vida del individuo'.

La EA se caracteriza patolégicamente por una degene-
racion neuronal selectiva que se manifiesta como una
pérdida de las conexiones sinapticas?, ademas de la pre-
sencia de agregados proteicos (ovillos neurofibrilares
[ON] y placas seniles [PS]) en la corteza cerebral y el hi-
pocampo’. El comienzo y el desarrollo de la EA estarian
determinados por factores genéticos y/o factores am-
bientales.

Durante los ultimos 20 afios, los estudios enfocados a
entender el desarrollo y la progresion de la EA han carac-
terizado tanto los aspectos morfolégicos y bioquimicos
de los constituyentes de las PS como los aspectos de la
biologia celular de algunos de sus componentes. A través
de estos estudios, se ha establecido que las PS corres-
ponden a estructuras heterogéneas formadas principal-
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mente por el péptido B-amiloide (BA), que tiene 40-42
aminoacidos de extension'. Por una parte, el estudio mo-
lecular de la EA ha generado informaciéon importante
acerca de la biologia del péptido BA, y por otro lado nu-
merosa informacién sobre las posibles causas de esta en-
fermedad. De esta forma, y utilizando como base la evi-
dencia obtenida en estudios genéticos, bioquimicos y de
biologia molecular, se ha originado la hipétesis de «la cas-
cada del amiloide», que propone a la generacién vy la for-
macion de oligdmeros neurotdxicos del péptido BA como
los elementos principales en el desarrollo de la EA3.

EL PROCESAMIENTO PROTEOLITICO
DE LA PROTEINA PRECURSORA DEL AMILOIDE
(PPA)Y EL ORIGEN DEL PEPTIDO B-AMILOIDE

La PPA es una glucoproteina tipo | de transmem-
brana*® (fig. 1), que se expresa como distintas isoformas,
lo que es regulado por un mecanismo de procesamiento
alternativo®. Las isoformas del PPA 751 y 770, que contie-
nen un dominio inhibidor de proteasas tipo Kunitz’, se ex-
presan en forma ubicua, mientras que el PPA 695, que ca-
rece del dominio Kunitz, se expresa especificamente en el
sistema nervioso central (SNC)8.

La PPA es procesada por proteasas denominadas secre-
tasas®. La secretasa o corta la PPA en forma constitutiva
dentro del dominio extracelular del péptido BA, generando-
se una PPA soluble no amiloidogénica (sPPA) y un frag-
mento truncado del BA. Alternativamente, la PPA puede ser
cortada por la secretasa f§ en el dominio extracelular y por
la secretasa y en el dominio de transmembrana, con la con-
secutiva generacion del péptido BA de 39 a 42 mer®.

Si bien la funcién fisiologica de la PPA neuronal o la de
sus fragmentos es desconocida, estudios in vitro sugieren
que la PPA asociada a la membrana y la PPA secretada
tendrian un papel neuritogénico, en especial en: a) la ad-
hesion celular; b) la extensién y formacién de neuritas, y ¢)
el transporte de vesiculas sinapticas'0-13. Ademas la PPA
podria tener una funcién neurotréfica protegiendo a las
neuronas frente a la lesién inducida por hipoglucemia,
glutamato y dafio oxidativo'4-17,

POSIBLE PAPEL DE LA PPA EN EL TRANSPORTE
DEL ION COBRE

El ion cobre es un micronutriente esencial para la fisio-
logia humana, que se encuentra coordinado a la estructu-
ra de diversas proteinas, como las superoxido dismutasa
(SOD), la citocromo C oxidasa y la ceruloplasmina. La
homeostasis del ion cobre estd altamente regulada por
proteinas localizadas en diferentes compartimientos celu-
lares como membrana plasmatica, organelos y citoplas-
ma'8. En este contexto, es interesante que la PPA, que
esta localizada en la membrana plasmatica y tiene sus si-
tios de unién a cobre orientados hacia el extracelular, pu-
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Figura 1. Esquema topolégico de la proteina precursora de amiloide
(PPA) y el péptido B-amiloide (BA). PPA es una proteina de
transmembrana de tipo 1. En gris se representa el péptido BA, que se
genera a partir del corte proteolitico de la PPA por enzimas
especificas (véase texto). En la secuencia aminoacidica del péptido
BA, los aminodcidos destacados (H, Y y M) corresponden a
aminodcidos involucrados en la coordinacion y reduccion del ion
cobre. MP: membrana plasmdtica; E: medio extracelular; I: medio
intracelular.

diera participar en las etapas iniciales de la incorporacion
del metal desde el espacio extracelular al espacio intrace-
lular'®22, La PPA presenta al menos dos sitios putativos
de unién a cobre: uno localizado entre los aminoacidos
135y 156 (PPA, 35 1552023, y el segundo localizado dentro
de la secuencia que corresponde al péptido BA, dominio
(PPAG75.711)%425 (fig. 1).

Considerando que el gen de la PPA tiene todas las ca-
racteristicas de un gen de expresion constitutiva y que la
PPA es expresado en todos los tejidos de los mamiferos®,
la capacidad reductora de cobre que la PPA presenta en
la superficie de la membrana plasmatica afectaria tanto a
las células neuronales como a las no neuronales, favore-
ciendo la formacién de complejos metal-proteina en el es-
pacio intracelular. Por lo tanto, en células normales la ac-
tividad reductora de cobre de la PPA podria ser favorable,
presentando el Cu(l) al transportador de Cu(l). En condi-
ciones desfavorables, un aumento en los niveles de la
PPA sobre la superficie celular incrementaria los niveles
de cobre(l) y favoreceria la formacion de especies reacti-
vas de oxigeno (ER0)2%-27, En estas circunstancias, la
PPA o el péptido BA, al coordinar el metal, adquiririan una
actividad pro-oxidante?6:28-30 (fig. 2), lo que podria expli-
car algunos aspectos del dafio oxidativo que se presenta
en la EA28.31_ En un contexto celular, los efectos genera-
dos por la interaccion de la PPA (PPA, ;5 456) © €l BA con
cobre dependerian de la expresién y la localizacion sub-
celular de la PPA, asi como de la generacion del BA.

EL PEPTIDO BA COMO ELEMENTO CENTRAL EN LA
PATOLOGIA DE LA EA

El péptido BA se acumula en la corteza cerebral de pa-
cientes que presentan EA, ya sea en forma de PS en el pa-
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Figura 2. Modelo del posible papel del ion cobre sobre la
neurotoxicidad del péptido B-amiloide en la enfermedad de Alzheimer.
El ion cobre podria inducir la agregacion del péptido BA (1), o inducir
la formacién de complejos BA-Cu solubles con propiedades redox (2).
Los agregados podrian tener una accion toxica directa sobre las
neuronas (3). De forma alternativa, los complejos BA-Cu podrian
generar peroxido de hidrogeno, que podria desencadenar daiio
oxidativo en la membrana plasmdtica o en el espacio intracelular de la
neurona (4). Esta uiltima reaccion podria ser inhibida parcialmente por
el ion cinc. Red: agente reductor; Ox: agente oxidado.

rénquima cerebral o en forma de depésitos congofilicos en
la vasculatura cerebral. El péptido BA,_,, es la especie so-
luble que se encuentra en mayor abundancia en fluidos
biolégicos como el plasma vy el liquido cefalorraquideo®?,
mientras que el péptido BA,_,,, que es la especie del BA
menos abundante, se acumula de forma particular en las
PS presentes en el cerebro de pacientes con EA33:34,

Todavia no se conocen todos los factores involucrados
en el comienzo y el desarrollo de la EA. Al respecto, se
han identificado 3 genes asociados al desarrollo de la EA,
que al estar mutados favorecerian el inicio temprano de
esta enfermedad. Las mutaciones en estos genes (PPA,
presenilina-1 y presenilina-2) conducen a la aparicién
temprana de depésitos de amiloide, aumento en la con-
centracion total del BA e incremento relativo de la con-
centracion del BA,_,, respecto a las otras especies de
menor peso molecular como el BA,_,,3%%¢. Sin embargo,
las mutaciones en estas proteinas sélo explicarian un ba-
jo porcentaje de la enfermedad (~10%)?, lo que sugiere
que otros factores genéticos y no genéticos determinari-
an la aparicion de esta enfermedad.

El BA es conocido por ser neurotéxico en el rango mi-
cromolar®’. Sin embargo, aun no ha sido dilucidado el
mecanismo por el que el BA es neurotdxico, aunque es
probable que sea mediado en parte por la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO)® (fig. 2). Reciente-
mente se ha descrito que el péptido A une cobre con una
alta afinidad? y presenta en su estructura un sitio de co-

ordinacién cooperativa y alostérico por este metal3®. El
complejo BA-Cu tiene un potencial de éxido-reduccion
positivo y produce H,O, desde el O, a través de la reduc-
cién de Cu (Il) a Cu (1)25:26:29.30_ En esta reaccién, aminoa-
cidos como las histidina 13 y 14 tendrian un cierto papel
en la coordinacién del metal, y aminoacidos como la tiro-
sina 10 y la metionina 35 ejercerian un posible papel en la
transferencia de electrones desde el péptido BA al ion co-
bre39 (fig. 1). El H,0, que es generado directamente por el
complejo BA-Cu podria contribuir a la neurotoxicidad que
el BA genera sobre cultivos primarios2%30 y a la oxidacion
de moléculas biolégicas que se detecta en la corteza de
pacientes con EA28:30.31 (fig. 2). Este patron de dafio oxi-
dativo también se ha observado en ratones transgénicos
(PPA 2576) que sobreexpresan el PPA, donde es posible
detectar PS enriquecidas en hierro y en moléculas oxida-
dasgd0.41,

Considerando que los niveles de cobre, hierro y cinc se
encuentran elevados en las PS de pacientes con EA%2:43,
y que estos metales potencian la neurotoxicidad del
BA26:30  se ha sugerido que quelantes hidrofdbicos de
metales podrian servir como agentes terapéuticos para
tratar a los pacientes con EA. Al respecto, hay evidencia
experimental que apoya este planteamiento. El clioquinol
(CQ), quelante del cobre y cinc, inhibe la formacién de los
depositos de BA que se presentan en el cerebro de rato-
nes transgénicos que sobreexpresan la PPA%4, De la mis-
ma forma, en estudios preliminares realizados en huma-
nos, se ha observado que la administracion de esta
sustancia a pacientes con EA disminuye el deterioro cog-
nitivo?2.

METALES DE TRANSICIO'N, AGREGACION Y
NEUROTOXICIDAD DEL PEPTIDO BA

Los agregados amiloides formados a partir del péptido
BA presentan propiedades fisicoquimicas caracteristicas
como: a) birrefringencia a la luz polarizada después de ser
tefidos con rojo Congo; b) patrén de difraccion de rayos
X caracteristico, y ¢) aspecto fibrilar en imagenes registra-
das por microscopia electrénica®t:47,

La formacion de los agregados de amiloide depende de
variables que afectan el tipo de estructura secundaria que
el péptido BA adopta en solucion, como pH, temperatura,
solvente y concentracion peptidica®®-50. Los dominios hi-
drofébicos (17-21; 39-42) y los dominios hidrofilicos (12-
15) del BA serian de gran importancia para la formacién de
los agregados de amiloide®'-53,

Los agregados del péptido BA tienen un efecto neuro-
toxico en el rango de concentracién micromolar®’. Estos
efectos téxicos podrian estar mediados por una accién
directa sobre la membrana celular®*-8 (fig. 2). De hecho,
el péptido BA es capaz de interaccionar con elementos
que componen la membrana plasmatica como receptores
de membrana®5:58, colesterol, fosfolipidos y gangliosi-
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dos®7:%9, Esta interaccién directa de la BA con la membra-
na puede incluso resultar en la formaciéon de poros que
permiten el paso de iones calcio al interior de la célula®®.

Sumado a esto, se ha descrito que el BA presenta una
estructura quimica que facilita la formacién de ERO®0, lo
que podria inducir la oxidacién de proteinas y lipidos lo-
calizados en la membrana plasmatica alterando la funcién
celular®'-62, En estos procesos intervendrian metales co-
mo hierro y cobre, que podrian catalizar la generacion de
especies reactivas de oxigeno via las reacciones de Fen-
tom o Haber-Weiss25:29,

Ademas las ERO generadas por la accién del péptido
BA facilitarian su agregacion, lo que se potenciaria en
presencia de metales como hierro y cobre. Por lo tanto
los metales tendrian un efecto dual: a) promoviendo la
agregacion del péptido BA, y b) potenciando su accion
toxica via la generacion de ERO® (fig. 2). Hay evidencia
experimental que apoya la participacién de metales co-
mo el ion cobre en el mecanismo de toxicidad de los
agregados del péptido BA. Al igual que el hierro, este me-
tal se encuentra acumulado en las PS#3, y tiene la capa-
cidad de inducir la agregacion del péptido BA in vitro e in
vivo®485, En conclusién, el ion cobre podria participar en
el mecanismo de dafo oxidativo, catalizando la forma-
cion de ERO, promoviendo la agregacién del péptido BA
y potenciando los efectos neurotoxicos de los agregados
de BA (fig. 2).

Estudios previos han sugerido que el péptido BA forma-
ria complejos solubles al coordinar cobre o cinc86:67, y es-
to podria ser modulado por la concentracion de los meta-
les, asi como por factores tales como pH y fuerza
iénica?84, |a estequiometria y la identidad del metal aso-
ciado al péptido BA serian determinantes en las propieda-
des redox de los complejos bioinorganicos resultantes?8,
Ademas, la toxicidad generada por los complejos solu-
bles e insolubles dependeria del sistema antioxidante que
posea la célula blanco.

De esta forma, los complejos bioinorganicos formados
por la asociacion de los metales de transiciéon que se acu-
mulan en las placas seniles®3.%9 y el péptido PA generari-
an el dafo oxidativo que se detecta en el cerebro de pa-
cientes con EA31,

La idea de que los metales de transicion tendrian un pa-
pel en la EA se ha visto reforzada por estudios recientes
que muestran que los niveles del ion cobre se encuentran
aumentados en el plasma de pacientes con EA7972 sugi-
riendo que los pacientes con esta enfermedad presentan
alteraciones en la homeostasis de este ion metalico. Ade-
mas, estudios preliminares muestran que la agregacién
del péptido BA podria ser acelerada por metales de tran-
sicién via un mecanismo oxidativo catalizado por metales
como el hierro®3. Ademas, hemos encontrado que las fi-
bras de amiloide son capaces también de reducir el co-
bre, lo que sugiere que las ERO podrian ser generadas

durante etapas iniciales o en etapas tardias del proceso
de agregacion?.

En el contexto de la EA se puede formular la hipotesis
de que la formacion de H,0, por el complejo BA podria
sobrepasar las defensas celulares antioxidantes (catala-
sa, glutation peroxidasa). El H,O, podria difundirse a tra-
vés de las membranas bioldgicas, y de esta forma ser
la fuente de dafio oxidativo que se detecta en diversos
compartimientos celulares afectados en el cerebro de pa-
cientes con la EA%0.73-76_ Por |o tanto, el dafio oxidativo
presente en la EA podria ser consecuencia de la sobre-
produccion de H,0, por fuentes bioldgicas como el com-
plejo BA-Cu. Ademas, la actividad oxidasa del BA-Cu po-
dria generar un dafio secundario como resultado de la
oxidacion y consumo de sustratos biolégicos importantes
para diversos procesos bioldgicos como la vitamina C, las
catecolaminas y el colesterol.

No se han determinado los factores que favorecen la
formacion del complejo BA-Cu. Sin embargo, se podria
especular que un incremento en los niveles de cobre en la
corteza cerebral aumentaria la probabilidad de formacion
de este tipo de complejos neurotéxicos. De hecho, se ha
establecido experimentalmente que hay una correlacion
directa entre los niveles cerebrales del ion cobre y la edad
de los ratones de experimentacion, lo que es modulado
por la expresion de la PPA y el péptido BA77-79, Esto indi-
ca que el envejecimiento podria favorecer la formacion de
este tipo de complejos y por lo tanto el desarrollo de esta
enfermedad. Es interesante destacar que existe una ma-
yor susceptibilidad a desarrollar la EA al envejecer. Ade-
mas se ha encontrado que hay un incremento de la con-
centracion de agentes reductores en la EA80, Este
incremento en equivalentes reductores podria correspon-
der a una compensacion en respuesta al incremento del
dafo oxidativo, como la regulacién positiva de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, que regula los niveles
de glutatién intracelular y cuya actividad es aumentada en
la EA8O, En estas condiciones, un incremento inapropiado
de equivalentes reductores se acompafaria de un incre-
mento en los valores de H,0,, lo que generaria un efecto
paraddjico al inducir un mayor aumento en la formacién
de H,0, catalizado por el complejo BA-Cu, y de esta for-
ma originar un circulo bioquimico vicioso.

El papel del ion cinc en la patologia de la EA es, al pa-
recer, complejo. El ion cinc induce la precipitacién del A
para formar parte de las placas de amiloide*2:8182 y ya
que el ion cinc es capaz de suprimir parcialmente la for-
macion de H,O, formado por el A, se ha sugerido que
las placas seniles podrian corresponder a un sistema de
defensa celular, donde el ion cinc precipita el péptido BA
inhibiendo su actividad oxidasa®® (fig. 2). Esto podria ex-
plicar la existencia de una correlacién inversa entre el ta-
marfio de las PS y el dafio oxidativo mediado por H,0,,
presente en el cerebro de pacientes con EA83. Sin embar-
go, se ha encontrado que agregados del péptido BA puri-
ficado desde PS coordinan una cantidad de ion cinc insu-
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ficiente para inhibir su actividad oxidasa®C. De hecho, a
pesar de la correlacion inversa entre el dafio oxidativo y el
tamano de la PS, son justamente las PS de mayor tama-
flo las que presentan mayor concentracion de productos
oxidados®3. La precipitacion del péptido BA por el ion cinc
podria también inhibir la eliminacion y el catabolismo del
BA en el cerebro8? y de esta forma favorecer la neurotoxi-
cidad de los agregados del BA.

Por lo tanto, y a la luz de los elementos expuestos en

esta revision, la interaccion del péptido BA con los meta-
les de transicion podrian ser parte del mecanismo res-
ponsable del deterioro cognitivo que presentan los enfer-
mos con EA%445,
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