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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por la muerte neu-
ronal asociada a la presencia de placas seniles y ovillos neurofibri-
lares. H componente principal de las placas seniles es el péptido -
amiloide (A) el cual es considerado como un inductor de la neuro-
degeneracion observada en el cerebro de individuos con EA. H
objetivo del presente trabajo es revisar el estado actual de la investi-
gacion basica sobre los mecanismos de accién neurotoxicos del AP,
asi como el efecto neuroprotector de los estrégenos y de distintos an-
tioxidantes como la vitamina Ey la melatonina.
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SUMMARY

The hallmarks of Alzheimer’s disease (AD) are neuronal death, seni-
le plaques and neurofibrillary tangles. Senile plaques are mainly
composed of amyloid B-peptide (AB) which is considered to trigger
the neurodegeneration found in the brains of AD patients. The main
goal of the present work isto review the proposed mechanisms which
are involved in the AB-mediated cytotoxicity and the neuroprotective
role of estrogens and antioxidants such as vitamin E and melatonin.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA), descrita por Alois
Alzheimer en 1907, se caracteriza histopatoldgicamente
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por la presencia de placas seniles, ovillos neurofibrilares y
muerte neuronal (1). Es un proceso neurodegenerativo
que afecta principalmente a la via colinérgica iniciandose
el dafo en el nicleo basal de Meynert, progresando hacia
la formacion hipocampal y la amigdala, y desde ahi se ge-
neraliza hacia distintas areas corticales (2).

EL PEPTIDO B-AMILOIDE

El componente principal de las placas seniles es el
péptido B-amiloide (AB), producto del procesamiento pro-
teolitico de una proteina transmembrana denominada pro-
teina precursora del amiloide (APP) (3). La funcién fisiol6-
gica del APP se supone que esta relacionada con proce-
sos de adhesion celular (4). Esta glicoproteina puede ser
secretada (5) tras la accion de a-secretasas produciendo
APP no amiloidogénico (6). Sin embargo, existe otra ruta
alternativa de procesamiento mediante la accién secuen-
cial de B- y y-secretasas que producen la liberacién de AB
soluble (6) (Fig. 1). Estas enzimas, B- y - secretasas, es-
tan relacionadas con las presenilinas, y ha sido amplia-
mente demostrado que las mutaciones en los genes de
las presenilinas determinan una apariciéon temprana de la
EA que cursa con el aumento en la liberacion de AB (7, 8).

El procesamiento del APP genera la liberacion de AB
en fragmentos de distintos tamafos pero principalmente
de 40 y 42 aminoacidos (9). El AB en estado soluble no es
neurotoxico (10) pero tiende a agregarse formando fibri-
llas que si lo son (11) (Fig. 2). Estas fibrillas presentan una
longitud de 6-10 nm (12) y se acomplejan macroscopica-
mente configurando las placas seniles (1). Los mecanis-
mos que determinan la agregacion del AB in vivo son des-
conocidos, aunque se han propuesto distintos acelerado-
res del proceso. En la fibrilogénesis es fundamental una
alta concentracion de AP (13, 14). También se ha pro-
puesto la existencia de «semillas» o nucleadores de AB;.
42 que inducirian la agregacion del AB4_4¢ (15), reacciones
redox catalizadas por metales de transicién (16) o la ac-
cién de chaperones (moléculas que favorecen la adquisi-
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Figura 1. Liberacion y agregacion del péptido B-amiloide (AB). EL AP
deriva de la proteina precursora del amiloide (APP), la cual podria
mediar procesos de adhesion celular. La accion enzimdtica de la
a-secretasa sobre el APP libera 0-APP al espacio extracelular. Este
a-APP no es amiloidogénico porque la secretasa lo escinde
directamente por la mitad de la secuencia del AP. Sin embargo, el APP
puede ser procesado por otra ruta alternativa en la que la B-secretasa
produce B-APP, el cual incluye la secuencia integra del AP.
Posteriormente la y-secretasa liberard el AP en fragmentos de 39 a 43
aminodcidos, pero principalmente de 40 y 42 aminodcidos (AB.49 y
AB_4» respectivamente). El AP puede permanecer en estado soluble
pasando al liquido cefalorraquideo (LCR) o bien agregarse formando
fibras de amiloide insolubles. La formacion de fibras de amiloide va a
ser desencadenada o acelerada por la presencia de chaperones como
la acetilcolinesterasa (AChE) y la apoliproteina J (Apo J), por metales
que actuarian como catalizadores de reacciones de oxido-reduccion
(Fe**y Cu®*) o por mutaciones de la secuencia del AR (mutaciones
dutch y flemish). Las fibras de amiloide constituirdn las placas seniles
que se localizan en el neuropilo de los individuos afectados por la
enfermedad de Alzheimer (EA), y en los vasos sanguineos cerebrales y
meningeos produciendo la angiopatia amiloidea cerebral (AAC).

cién por parte de las proteinas de determinadas estructu-
ras) tales como la enzima acetilcolinesterasa (AChE) (12)
o la clusterina (apo J) (17), componentes comunes de las
placas seniles (18, 19) (Fig. 1). Experimentos in vitro
muestran que la AChE no sélo induce la fibrilacion del AR
(12) sino que estos complejos fibrilares AB-AChE son al-
tamente neurotdxicos (20, 21). Por otra parte, las mutacio-
nes en el gen que codifica para la secuencia de Ap tam-
bién han demostrado un aumento de la capacidad fibrilo-
génica del mismo (22, 23).

El origen de la neurodegeneracion asociada a la EA
desata controversias respecto al papel desemperiado por
la fibrilacion del péptido B-amiloide —componente princi-
pal de las placas seniles—y la hiperfosforilacion de la pro-
teina tau —proteina asociada a los microtibulos (MAP)
cuya hiperfosforilacién es causante de la alteracion del ci-
toesqueleto que conduce a la formacion de los ovillos
neurofibrilares—. Esta controversia se basa fundamental-
mente en la falta de correlacion entre el nimero de pla-
cas seniles en el cerebro y el grado de demencia de los
pacientes de EA (24). El grado de demencia encuentra

Rev Esp Geriatr Gerontol 2001;36(2):109-116

correlacion tnicamente con la presencia de ovillos neuro-
fibrilares corticales (25). Sin embargo, la gran mayoria de
las publicaciones actuales otorgan el protagonismo de la
neurodegeneracion asociada a la EA a la accion del AB.
Su relevancia viene avalada por:

a) Estudios in vitro con Ap que reproducen procesos si-
milares a los observados en tejidos postmortem de pa-
cientes de EA (26).

b) Estudios histopatol6égicos que demuestran una di-
recta correlacién entre demencia y la presencia de pla-
cas seniles en la corteza entorinal (27), una de las are-
as cerebrales més afectadas por la neurodegeneracion
tipo EA (28).

¢) Los casos de aparicion temprana de demencia tipo
EA presentan mutaciones que afectan directamente a la
secuencia aminoacidica del AB (23, 29) o al procesamien-
to del mismo (7, 8).

d) Los individuos con trisomia en el cromosoma 21,
donde se situa el gen que codifica para el precursor del Ap
(26), desarrollan una demencia en edades adultas con
una gran profusién de placas seniles cerebrales (30).

MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD DEL AR

El receptor de A

La existencia de un receptor especifico que medie la
accion del AB ha conducido a una exhaustiva bisqueda
de posibles candidatos. Sin embargo, la idoneidad de los
receptores propuestos es controvertida.

El receptor de productos finales de glicaciéon avanzada
(RAGE) es uno de los que mas expectativas produjo, por-
que asociaba la existencia de un receptor con mecanis-
mos que involucran al estrés oxidativo derivado de la ac-
cion de los productos finales de glicacion avanzada
(AGEs). EI RAGE es un receptor que pertenece a la su-
perfamilia de las inmunoglobulinas y que se supone que
interviene en otras patologias como las disfunciones vas-
culares (31). La accion del AB a través del RAGE fue pro-
puesta por Yan et al (32), aunque existen evidencias de
que la toxicidad del AB es independiente del RAGE consi-
derando que células conocidas por ser dianas naturales
del AB carecen del RAGE y del ARNm que lo codifica (33).

Se ha propuesto la participacién del receptor de resi-
duos celulares (SR) presente en la microglia (34). El ori-
gen inmunoloégico de la EA ha sido planteado conside-
rando la existencia de microglia activada que rodea a las
placas seniles (35) asi como por diversos datos experi-
mentales (36, 37) (Fig. 3). La proteina relacionada con el
receptor de LDL (LRP) presente en la microglia también
ha sido involucrada como un posible receptor para AB. La
LRP une mudltiples ligandos que estan presentes en las
placas seniles tales como la apolipoproteina E (apo E) o la
a2-macroglobulina (38) y algunos autores la consideran
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Figura 2. Agregacion y toxicidad del AB sobre células PC12. El uso del AP en pruebas de laboratorio requiere su agregacion en fibras de amiloide.
Existen diversas técnicas para caracterizar el amiloide como son la turbidometria (A) o la union de rojo del Congo (inserto en A). En la
turbidometria el proceso de agregacion se sigue mediante la medida de la absorbancia de la muestra a 405 nm en distintos tiempos (21). La union a
rojo del Congo se cuantifica calculando la relacion existente entre las absorbancias obtenidas a 480 y 540 nm (21). Posteriormente, las fibras son
cuantificadas mediante andlisis densitométrico de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (21). En la figura B se muestra un gel SDS-PAGE con las
bandas de fibras correspondientes a las secuencias nativas de AB_4; (carril 1)y ABy.4g (carril 2), la variedad dutch del AB|_49 con una substitucion
del glutamico en la posicion 22 por una glutamina (carril 3), que confiere a este péptido una extrema capacidad agregante, y un péptido sintético
AB\.40 con una substitucion en la posicion 18 de una valina por alanina (carril 4) caracterizado por una baja capacidad fibrilogénica. Estos
péptidos fueron incubados a una concentracion de 10 WM con células PC12 durante 48 horas (C) y la viabilidad celular obtenida se ha expresado
como porcentaje de reduccion de un derivado de tiazolio (MTT) siendo los controles sin tratar con amiloide asumidos como el 100%, los que mds
reducen MTT (21). Los datos representan la media * error estandar de 6-10 experimentos realizados por triplicado. En la figura D se muestran las
células vivas tefiidas por la reduccion del MTT en los controles y en los tratamientos con 10 WM de AB .49 y AB1.4p respectivamente.

como un marcador de EA (39). Sin embargo, las células
neuronales dianas del AP carecen de ambos receptores,
SRy LRP, sin que este hecho descarte que estén jugando
un papel fisiopatoldégico importante en el progreso de la
neurodegeneracién en la EA.

Otro receptor propuesto es la glicoproteina 330/me-
galina (LRP-2), un receptor para multiples ligandos, en-
tre ellos la apo J. La LRP-2 ha sido propuesta como un
internalizador de A, asi como un transportador del mis-
mo a través de la barrera hematoencefalica (40), pero
no existen evidencias experimentales de que la unién a
este receptor desencadene una respuesta de tipo cito-
téxica.

El candidato mas prometedor actualmente es el recep-
tor colinérgico B7-nicotinico (ACh-B7-NR) que ha demos-
trado la capacidad de unir AB, el cual actia como un anta-
gonista (41), mientras que la nicotina y otros agonistas ni-
cotinicos disminuyen la neurotoxicidad inducida por AB
(42, 43). El interés de este receptor reside en que se pro-
pone un mecanismo de accion especifico para el A a la
vez que se justifica la degeneracion colinérgica caracte-
ristica de la EA. Sin embargo, y en contra de lo esperado,
existen estudios que muestran como la expresion de ACh-
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a7-NR corticales no se ve modificada en individuos con
EA frente a controles sin EA (44).

El estrés oxidativo y la EA

Una teoria integradora de los distintos efectos desen-
cadenados por la toxicidad mediada por A es la que in-
volucra directamente al estrés oxidativo (45) (Fig. 3).

Existen evidencias de peroxidacion lipidica en cerebros
de pacientes de EA (46), asi como datos experimentales
de lipoperoxidacién mediada por AB (47) con produccion
de 4-hydroxynonenal (4-HNE). El 4-HNE se une directa-
mente a la proteina fau inhibiendo su defosforilacion, y fa-
voreciendo por tanto la aparicién de los ovillos neurofibri-
lares (48). La lipoperoxidacion de la membrana plasmatica
inducida por AP alteraria las rutas de traduccion de sefna-
les (49) e impediria la funcién de proteinas de membrana
tales como la Na*/K+ ATPasa y la Ca2+ ATPasa (47, 50)
con la consiguiente pérdida de la homeostasis para tales
iones. El resultado final produce un aumento del Ca2+ in-
tracelular, convirtiendo a las células en més sensibles a la
accion de agentes téxicos (51). Por otra parte el dafio oxi-
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Figura 3. El AB y el estrés oxidativo. Las fibras de amiloide producen radicales libres que daiian la membrana de las neuronas. La
lipoperoxidacion de la membrana conduce a una pérdida de la funcionalidad de la misma, asi como a la produccion de 4-HNE, el cual se une a la
proteina tau favoreciendo su hiperfosforilacion, y en consecuencia la aparicion de los ovillos neurofibrilares. Por otra parte existe un daiio
oxidativo sobre las proteinas de membrana que imposibilita el correcto funcionamiento de las ATPasas, con una consecuente pérdida de la
homeostasis del Ca** citosélico. El aumento del Ca** iniciaria la seiializacion de la ruta apoptética. Asimismo el AP ha demostrado tener una
accion potenciadora de la accion de agentes excitatorios a través de receptores glutamatérgicos (NMDA) contribuyendo al aumento del Ca**

citosdlico. La produccion de endoperdxidos (Hy0,) desencadena daiios en las macromoléculas tales como el ADN, asi como especialmente sobre
las mitocondrias. Los daiios sobre las mitocondrias conducen a una disfuncion de la cadena respiratoria (con la consecuente pérdida de la carga
energética de la célula) asi como a la liberacion de Ca** hacia el citosol. Por otra parte, la microglia puede ser activada a través de la unién del
AB a distintos receptores (RAGE, SR o LRP) produciéndose el estallido respiratorio por la actividad de la NADPH oxidasa. La microglia activada
libera diversas interleucinas y citocinas, asi como radicales libres que contribuian al estrés oxidativo sobre las neuronas del parénquima cerebral.

dativo de proteinas se ha descrito a través de la presencia
de carbonilos en la EA (52). Igualmente se ha constatado
la aparicion de danos oxidativos en ARN y ADN en cere-
bros de pacientes de EA (53, 54).

Mas evidencias que implican a los radicales libres en la
neurodegeneracion asociada a la EA son las siguientes:
a) Concentraciones micromolares de AB producen H>O»
en células en cultivo (55), aunque existe cierta controver-
sia sobre el papel del H>O, en el dafio mediado por AR
(56). b) La catalasa, enzima que convierte H,O, en O, y
H»>0O, bloquea la toxicidad inducida por AB (55). ¢) Las cé-
lulas resistentes a la toxicidad del AP son también resis-
tentes a la toxicidad de H,O, (55, 57). d) Células de neu-
roblastoma (Neuro 2a) resistentes a AP, glutamato y
H>O,, presentan una alta actividad de la glutation peroxi-
dasa (57). e) Las células neuronales de individuos con tri-
somia 21 presentan evidencias de un extendido dafo oxi-
dativo (58). f) Antioxidantes como el 173-estradiol, la vita-
mina E o la melatonina han demostrado ser efectivos
neuroprotectores frente al A (59-62).
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APOPTOSIS Y AB

Aunque algunos trabajos sugieren que la toxicidad del
AP induce necrosis (55), existen multiples evidencias de
procesos apoptéticos mediados por A in vitro (63, 64), y
en cerebros de pacientes de EA (52). La relacion entre
apoptosis y estrés oxidativo a través de la accién del AB
fueron sugeridos por Guo et al (64) en un modelo de EA
de aparicién temprana. Ensayos in vitro informan que tan-
to el ABq.49 como el AB4.4o disminuyen la expresion de
bcl-2, una proteina clave antiapoptoética, mientras que el
AB4.42 aumenta la expresion de bax, proteina proapopto-
tica (65). Otra molécula relacionada con apoptosis es el
factor de transcripcion NF-kf (66), el cual se trasloca al
ndcleo en neuronas tratadas con AB (67). Cuando se in-
duce la expresion de NF-kf, se observa una mayor resis-
tencia a la apoptosis mediada por AB1.49, AP25.35 Y FESO4
(48). Por otra parte, la induccién de una proteina de shock
térmico como es la hemooxigenasa-1 (HO-1) —ARNm y
proteina— ha sido demostrada en neocértex y en vasos
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cerebrales de EA, en asociacién con los ovillos neurofi-
brilares (68). La expresion en cerebro de HO-1 aumenta
bajo condiciones criticas que comprometen a la supervi-
vencia neuronal, tales como la isquemia (69), sugiriendo
que esta enzima puede estar relacionada con la protec-
cién de las células neuronales frente al dafio oxidativo y
la apoptosis (70).

PAPEL DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes presentan efectos neuroprotectores
sobre la toxicidad amiloidea. Dentro de los antioxidantes
descritos destacan principalmente la vitamina E (59) y
hormonas como los estrogenos (60, 62) y la melatonina
(71). La vitamina E es un antioxidante con propiedades
neuroprotectoras frente a la toxicidad inducida in vitro por
AP (59) previniendo la peroxidacion lipidica (72) y actuan-
do como un atrapador de radicales libres (73). Tratamien-
tos con vitamina E confirman efectos beneficiosos en pa-
cientes con EA (74).

La hormona pineal melatonina es un potente antioxi-
dante natural (75, 76), tanto por su capacidad para atrapar
radicales libres como por aumentar los niveles endégenos
de enzimas antioxidantes (77). Existen estudios que su-
gieren que la melatonina actia también como un antifibri-
logénico frente al AP (78) y protege a las células frente a
la citotoxicidad inducida por AB (71).

LOS ESTROGENOSY LA EA

Estudios epidemioldgicos

Los datos epidemiol6gicos muestran que las mujeres
tienen una mayor prevalencia de EA que los hombres
(79). Este hecho se supone que esta en relacion con la
disminucion de los estrégenos en mujeres post-meno-
pausicas. Aquellas que son sometidas a un tratamiento
de reemplazamiento estrogénico muestran una disminu-
cion en el riesgo de padecer EA (80), aunque existe cier-
ta controversia al respecto (81, 82).

Actividad antioxidante

Los efectos antioxidantes del 17B3-estradiol (178-E) han
sido descritos con anterioridad a su implicacién neuropro-
tectora en la EA (83). El 17B-E inhibe la peroxidacion de
las membranas inducida por AP a la vez que estabiliza la
homeostasis del Ca2+ (84). Se supone que la accion antio-
xidante del 17B-E radicaria en su estructura quimica que
presenta un grupo hidroxilo en un anillo aromatico meso-
meérico (85) al igual que la vitamina E. Esta actividad pro-
tectora es independiente de la via clasica a través de la
unién a sus receptores, ya que los efectos neuroprotecto-
res se manifiestan de forma temprana (62), han sido ob-
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Figura 4. Papel protector del 17B-estradiol sobre la toxicidad
inducida por fibras de AP en células PC12. Células PC12 fueron
incubadas durante 48 horas con 10 UM de fibras de AP_4q en ausencia
o presencia de 0,1 UM de 17B-estradiol (A). La viabilidad celular se
expresa como porcentaje de reduccion de MTT (62). Los datos
representan la media + error estdndar de seis experimentos realizados
por triplicado. * p< 0,05 (t de Student). En otro diseiio experimental,
las células PCI2 fueron diferenciadas con NGF y se observaron los
cambios morfolégicos inducidos por fibras de AB y el papel
neuroprotector del 17B-estradiol. Los controles (B) no fueron tratados
con ningiin agente, observdandose claramente el perimetro de células
turgentes, asi como la emision de neuritas (flechas). El tratamiento con
10 UM de fibras de AR (C) produce la desaparicion de las neuritas, asi
como deteriora las células hasta hacerlas indistinguibles. Cuando las
células son coincubadas con 10 UM de fibras de AB y 0,1 UM de
17B-estradiol (D) las neuritas son preservadas y las células presentan
una morfologia definida y turgente.

servados con el 17a-E (57, 60), no se inhiben con tamoxi-
feno (86) y son independientes de su naturaleza esteroi-
dal (62) (Fig. 4).

Efectos sobre el metabolismo del amiloide y
neurotransmisores

Los estrogenos inducen la sintesis de colinacetiltrans-
ferasa (AChT), lo que favorece la disponibilidad de acetil-
colina (87), la capacidad de promover la formacién de
APP no amiloidogénico (88), y la disminucién de la pro-



Muiioz Lépez, F. J.—EL PEPTIDO B-AMILOIDE: MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD.
114 NEUROPROTECCION POR ANTIOXIDANTES Y ESTROGENOS

duccion de A soluble (89). Este ultimo efecto, también
observado con testosterona (90), considerado como un
resultado de la conversion en estrogeno por la aromatasa,
sugiere la modulacién de las secretasas y/o de las prese-
nilinas por los estrogenos. Ademas el 178-E ha demostra-
do ser un neuroprotector frente a la toxicidad amiloidea
mediante su unién a los ACh-a7-N (91).

Estrégenos y neurotrofia

Los estrégenos han demostrado la capacidad de au-
mentar significativamente el crecimiento de neuritas en
neuronas colinérgicas (92), inducir interacciones interneu-
ronales (93) o aumentar el nimero de interneuronas em-
brionarias en la zona CA1 del hipocampo (94), zona hipo-
campal que muestra dafos severos en los pacientes de
EA (95). Los mecanismos que intervendrian en esta acti-
vidad neurotréfica de los estrogenos se supone que son
mediados por su interaccion con las neurotrofinas. Los re-
ceptores de estrégenos y neurotrofinas colocalizan en
neuronas colinérgicas del cerebro anterior proponiéndose
una sinergia entre ambos (96). También se ha descrito un
aumento del ARNm del factor neurotréfico derivado de ce-
rebro (BDNF) tras el tratamiento con estrégenos (97). Se
desconoce si el efecto neurotroéfico de los estrogenos esté
relacionado con la activaciéon de los receptores de neuro-
trofinas o con la sintesis de las mismas, o bien se debe a
que los receptores nucleares de estrogenos disparan la
transcripcion de genes inicialmente controlados por las
neurotrofinas.

CONSIDERACIONES FINALES

Aunqgue en los ultimos afos se ha avanzado en la com-
prension de los mecanismos inherentes a la toxicidad ami-
loidea, alin no existe una hipétesis totalmente satisfactoria
que explique el origen de la EA en los casos esporadicos
(mas del 95%) y delimite claramente cuél es el factor de-
sencadenante de la neurodegeneracion de las vias colinér-
gicas. Los receptores ACh-a.7-N o una mayor desproteccién
antioxidante en las neuronas colinérgicas estan entre las hi-
pétesis mas atractivas actualmente, pero la existencia de
otros mecanismos protagonistas no se puede descartar, asi
como tampoco el efecto sumatorio de la activacion de la mi-
croglia, la presencia de la apo E4, un mayor papel de la hi-
perfosforilacion de la proteina tau, o la interaccién con la se-
falizacion de rutas que inicialmente intervienen en el desa-
rrollo como son Notchy Wnt/wingless.

Atendiendo a la neuroproteccion, los estrégenos se
presentan altamente prometedores por el amplio espectro
de acciones que promueven, pero los efectos indeseables
de los mismos sobre Utero y mama obligarian al disefio de
moléculas mas especificas en su accién neuroprotectora.
Igualmente, existe una plétora de compuestos antioxidan-
tes mas alla de la vitamina E que podrian resultar eficaces
en la terapéutica de la EA, entre los que destacan los de-

Rev Esp Geriatr Gerontol 2001;36(2):109-116

rivados del Ginkgo biloba y los polifenoles.
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