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Mecanismos de muerte celular
en la enfermedad de Alzheimer
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RESUMEN. Los mecanismos moleculares implica-
dos en la degeneracion neuronal que existe en los
cerebros de pacientes con enfermedad de Alzhei-
mer no son conocidos. Se ha postulado un efecto
toxico directo del B-amiloide, un incremento del es-
trés oxidativo celular, un mecanismo de excitotoxi-
dad, alteracion de los mecanismos de transduccion
y ultimamente se ha sugerido que la muerte neuro-
nal en la enfermedad de Alzheimer puede ser apop-
totica.

SUMMARY. Molecular mechanisms involved in
neuronal degeneration in Alzheimer's disease re-
main still unknown. A toxic effect induced by B
amyloid, oxidative stress, excitotoxicity and altera-
tions in signal transduction mechanisms are the
main factors linked to neuronal death. In addition, it
has been suggested that apoptosis may also parti-
cipate as a part of the cascade of events resulting
in neurodegeneration.

(Rev Med Univ Navarra 1997; 41: 34-45).
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas
frecuente de demencia en nuestro medio. Estudios epi-
demiologicos recientes indican que la EA afecta a un
12.5% de la poblacién mayor de 65 afos aumentando
hasta un 47.5% en la poblacion mayor de 85 anos (1).
Existen numerosos factores que se han relacionado
con el desarrollo posterior de EA como el envejeci-
miento, factores genéticos, antecedentes de traumatis-
mos craneales, exposicion previa a anestésicos etc. Sin

embargo, resulta imprescindible realizar un abordaje
de los mismos desde un punto de vista molecular que
explique qué mecanismos ocurren en la EA que ponen
a las neuronas en alto riesgo de neurodegencracion.

B-amiloide

La EA es una enfermedad degenerativa progresiva
caracterizada por el depésito cerebral de amiloide en
las placas neuriticas y la pared vascular. El constitu-
yente mds importante de los depdsitos de amiloide es
un péptido de 39-42 aminodcidos, aproximadamente,
denominado proteina B-amiloide (AB) (2). Aunque la
presencia de AR estd asociada a neuronas que dege-
neran, el mecanismo de neurodegeneracion subyacen-
te es desconocido. Existe una gran controversia en re-
lacion a la posible toxicidad del B-amiloide. Para
algunos autores el B-amiloide y la formacion de la pla-
ca son la causa de la neurodegeneracion, mientras que
para otros, ambos son el resultado de la disfuncion
neuronal. Ambas hipétesis intentan explicar cémo se
procesa la proteina precursora del amiloide (AAP), c6-
mo funciona en el cerebro normal y cémo se degrada
posteriormente para formar el B-amiliode que consti-
tuye el centro de la placa en cerebros con EA (3,4). La
formacién de A4 6 B-amiloide parece ser la conse-
cuencia de un procesamiento anémalo de la proteina
precursora, probablemente secundaria a una alteracion
de la membrana celular que condiciona una proteoli-
sis aberrante de la porcion transmembranosa de la pro-
teina precursora (5,0).

Estudios in vitro sobre la actividad biol6gica del B-
amiloide han demostrado que posee propiedades neu-
rotéxicas y sorprendentemente puede actuar también
como una sustancia neurotrdfica (7). Estudios iniciales
en cultivos de células de hipocampo demostraron que
AB sintético en su forma soluble, inducia un acorta-
miento en la supervivencia neuronal cuando se utiliza-
ba B4 6 Piag (8). Posteriormente, se comprobd que
el B4 inducia un aumento significativo de la arbori-
zacion dendritica en las mismas condiciones experi-
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mentales (9). Sin embargo, este aparente efecto neuro-
trofico es temporal y sustituido rdpidamente por un
efecto neurotéxico.

El B-amiloide existe primariamente como agregados
insolubles. Por tanto la accién neurotoxica/neurotrofi-
ca del B-amiloide puede depender de su estado de
agregacion. En cultivos de células de hipocampo en
desarrollo el B4, soluble induce un crecimiento neu-
ritico sin incremento de la supervivencia neuronal. Por
el contrario, células tratadas con la forma B, insolu-
ble experimentan una marcada degeneracion neuronal
(10,11). Mas recientemente Pike y cols (12) han de-
mostrado que la neurotoxicidad ligada al B-amiliode
pucde prevenirse al bloquear la formaciéon de agrega-
dos insolubles ¢ al revertir el estado de agregacion de
los péptidos B. De este modo, los péptidos solubles
AP podrian ejercer inicialmente un efecto neurotréfico
y eventualmente facilitar la neurodegeneracién, mien-
tras que los péptidos AP agregados podrian iniciar la
neurodegeracion incluso en neuronas sanas.

Estrés Oxidativo

La hipdtesis de que el estrés oxidativo es responsa-
ble de la neurodegeneracién observada en la EA estd
basada en la observacién de que algunos procesos que
inducen la formacién de radicales libres, como trau-
matismos craneales y envejecimiento, han sido consi-
derados como factores de riesgo para la EA, v por la
similitud que existe entre la EA y el sindrome de
Down, en el que existe un incremento en la produc-
cion de radicales libres (13).

Los radicales libres se definen como dtomos ¢ mo-
léculas que contienen uno o mis orbitales externos
con un electrén no parcado. Son compuestos muy
inestables que tienden a reaccionar ripidamente con
las moléculas vecinas para captar los electrones que
les falta, produciendo la oxidacién de las mismas. Los
radicales libres mas importantes en biologia humana
son el radical superéxido (O,), radical hidroxilo
(OH*), oxido nitrico (NO) til (RS) y triclorometil
(CCly). Mabitualmente, los radicales libres reaccionan
con sustancias no radicales, transformindolas en nue-
vos radicales libres, que originan reacciones en cade-
na, en las cuales la sustancia no radical se transforma
en un radical libre, que a su vez oxida a otra sustancia
no radical (14).

Los metales de transicién juegan un papel muy im-
portante en las reacciones oxidativas mediadas por ra-
dicales libres. Estos presentan dos estados de valencia
que se encargan de la transferencia de electrones en

las reacciones de oxidacién/reduccion. Los mds im-
portantes son el hierro (Fe?* y Fe3*), el cobre (Cut y
Cu2*) y el manganeso (Mn* y Mn?2*). Las reacciones de
las sales ferrosas con H,0,, que originan radicales
OH® se denominan reacciones de Fenton (15,106).

Los organismos vivos se protegen de la presencia de
hierro libre gracias a proteinas de transporte (transfe-
rrina) y almacenamiento (ferritina y hemosiderina). Sin
embargo, el estrés oxidativo puede por si mismo faci-
litar la presencia de hierro libre para generar mds re-
acciones oxidativas (17,18). Por ejemplo, radicales li-
bres como el O, y el NO inducen reacciones
oxidativas que pueden actuar interrumpiendo la cade-
na oxidativa (chain-breakers: por ejemplo superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) ¢ por reac-
cion directa con los radicales libres (scavengers, p.e.
acido ascorbico, alfatocoferol y betacaroteno).

Envejecimiento y estrés oxidativo

Los lipidos, las proteinas y el DNA son las principa-
les dianas de los radicales libres y fundamentalmente
de los radicales hidroxilo (19). El hecho de que las
membranas celulares sean muy ricas en dcidos grasos
polinsaturados, hace que la peroxidacion lipidica sea
facilmente inducible.

El desarrollo de reacciones de peroxidacion lipidica
en relacion con la edad es un hecho comprobado. Al-
gunos autores han encontrado en cerebros de roedo-
res anosos, un incremento de los indices de peroxida-
cion lipidica, disminucion de los niveles de glutation
peroxidasa, disfuncién mitocondrial y disminucion de
enzimas antioxidantes (20,21,22). Por otro lado, en
humanos se ha descrito una alteracion en la distribu-
cién celular de ferritina y proteinas ligadoras de hierro
en astrocitos y oligodendrocitos, en relacion con la
edad (23).

Un indice claro de la existencia de alteraciones en
el metabolismo lipidico y posible acumulacion de pe-
roxidos lipidicos con la edad, es el acimulo de lipo-
fucsina. Existe una perfecta correlacion entre acimulo
de lipofucsina y la edad del organismo, pero no se co-
noce la causa exacta por la que este pigmento se acu-
mula en el SNC (24) . En animales de experimentacion
el depdsito de lipofuesina aumenta considerablemente
cuando éstos son alimentados con dieta deficitaria en
vitamina E, y se reduce considerablemente si reciben
suplemento vitaminico (25,26). Estos resultados de-
muestran la existencia de un incremento del estrés oxi-
dativo con el envejecimiento. Sin embargo, cuando los
mecanismos antioxidantes de defensa permanecen in-
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tactos, el cerebro no muestra alteraciones patolégicas
signilicativas. De este modo, las enlermedades dege-
nerativas del SNC ocurririan en un cerebro envejecido
si los mecanismos antioxidantes no son capaces de
neutralizar el exceso de produccion de radicales libres
(27,28,29).

Estrés Oxidativo en la enfermedad de Alzheimer

Las neuronas son especialmente vulnerables al es-
trés oxidativo y al dano por radicales libres ya que
contienen niveles bajos de glutation peroxidasa, prin-
cipal responsable de la eliminacion de perdxidos cito-
solicos (30) Por otro lado, las membranas neuronales
contienen una proporcion alta de acidos grasos polin-
saturados susceptibles a la accién de radicales libres,
lo que las hace mis susceptibles al dano oxidativo.
Ademis, el alto consumoe de oxigeno por parte de las
ncuronas, aumenta enormemente el estrés oxidativo
en las mismas (31,32).

Existen diferentes fuentes de radicales libres que de-
ben considerarse en la patogénesis de la EA. En primer
lugar, la concentracion de hierro, potente inductor de
las reacciones de oxidacion/reduccion, estd incremen-
tado en las neuronas que presentan degeneracion neu-
rofibrilar (33). En segundo lugar, este incremento de
hierro podria inducir alteraciones en la estructura de
las proteinas que son catalizadas por metales iénicos al
recducir los azicares (34). Ademads las células de la mi-
croglia, que son una fuente importante de radicales li-
bres, estan incrementadas en niimero en la EA. Por 1l-
timo, el aumento de aluminio en las neuronas con
degeneracion neurofibrilar puede ejercer una accion
estimuladora de la peroxidacion lipidica inducida por
hierro (35).

Las alteraciones de la membrana celular que se ob-
servan en las neuronas que degeneran y en las neuri-
tas, probablemente como consecuencia de la peroxi-
dacion lipidica, producen una entrada de Ca?* al
interior de la célula que desestabiliza el citoesqueleto
de la célula y activa enzimas especificos. Estos enzi-
mas, a su vez, potencian la peroxidacion de la mem-
brana y en consecuencia la producciéon de radicales li-
bres (36,37).

Recientemente Hesley y cols (38) han descrito que
el B-amiloide, en solucién acuosa, es capaz de produ-
cir radicales libres e inactivar enzimas como glutamina
sintetasa. Asimismo, en cultivos celulares la toxicidad
del B-amiliode puede ser bloqueada por agentes an-
tioxidantes como la vitamina E, lo que sugiere que su
aparente toxicidad estd ligada a la capacidad pro-oxi-

dante intrinseca del B-amiloide (39). El incremento de
produccion de radicales libres podria ademds inducir
una disfuncion de los transportadores de glutamato
que potenciaria los fenémenos de excitotoxicidad (40).

Ademads de existir un incremento de produccion de
radicales libres, los mecanismos de defensa celular
frente al estrés oxidativo estin también alterados en
los cerebros con EA. Se ha descrito una reduccion de
los niveles plasmaticos de vitamina E, vitamina A y ca-
rotenos en pacientes con EA (41), aunque otros auto-
res no han encontrado diferencias significativas en los
niveles cerebrales de vitamina T en relacion a los con-
troles (42).

Por otro lado, en diversos trabajos se describe un in-
cremento de la actividad superdxido dismutasa (SOD)
en cerebros (43,44) y fibroblastos (45) de pacientes
con FA. Aunque la accion de la SOD es fundamental-
mente proteger al cerebro del radical superédxido (con-
vierte el radical superéxido en H,O, y agua), su accion
protectora depende en gran medida de la adecuada ac-
tividad de otros enzimas como catalasa 6 glutation pe-
roxidasa, que convierten el H,O, generado por la SOD
en agua. De este modo, si la concentracién de SOD es-
td incrementada por enzima de los niveles de catalasa
y GSH, se produciria un incremento de H,O, y de ra-
dicales OH*® que a su vez iniciarfan la peroxidacién li-
pidica.

Existe amplia evidencia de un incremento de los
niveles de SOD Cu/Zn en hipocampo y cortex tem-
poral de cerebros con EA y de su implicacién en los
mecanismos que median la muerte neuronal en la EA
(46). Estudios de hibridacion in situ han demostrado
que el RNAm correspondiente a la SOD Cu/Zn estd
incrementado en cortex temporal e hipocampo de ce-
rebros con EA y parece que este enzima estd locali-
zado preferentemente en las neuronas mas vulnera-
bles a la neurodegeneracion (47). Ademis, Ia
distribucién del RNAm de SOD Cu/Zn en el cerebro
guarda una perfecta correlacién con la de los depdsi-
tos de B-amiloide (48), lo que sugiere una participa-
cion directa del estrés oxidativo en la muerte neuro-
nal que ocurre en la EA.

Por tltimo, se ha descrito recientemente una dismi-
nucién en la actividad de la citocromo ¢ oxidasa mito-
condrial en cerebros de pacientes con EA (49). Aunque
la relacién entre esta alteracion y la patogénesis de la
EA no es clara, es probable que esta disfuncitén mito-
condrial produzca alteraciones metabolicas severas, in-
cluyendo un incremento en la vulnerabilidad a excito-
toxinas, aumento de produccién de radicales libres y
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dano oxidative de las membranas mitocondriales. To-
do ello, unido al hallazgo de mutaciones mitocondria-
les puntuales en algunos casos de EA (50), sugiere que
las alteraciones en el funcionamiento mitocondrial que
aparecen en el envejecimiento normal, podrian contri-
buir a la patogénesis de la EA.

Excitotoxicidad

El aminoacido excitatorio l-glutamato, no media so-
lamente la mayor parte de las senales excitadoras en el
cerebro, sino que también ha sido identificado como
una potente neurotoxina. Estudios in vitro ¢ in vivo,
han identificado la exicitotoxicidad como un proceso
patolégico que contribuye a la pérdida neuronal en un
amplio espectro de agresiones neurolégicas como is-
quemia, traumatismos, anoxia e hipoglucemia (51).

El glutamato y el resto de aminodcidos excitatorios
¢jercen su accion en el SNC por la activacion de recep-
tores especificos de membrana que se dividen en dos
grupos: ionotropicos (ligados a canales iénicos) y meta-
botropico tacoplado a proteinas G). El mejor caracteri-
zado de los tres es el receptor NMDA ¢l cual es perme-
able a Na*, K* y Ca2* de un forma voltaje dependiente.
La activacion de receptores NMDA permite la entrada
de iones Ca?* y Na* al interior de las neuronas, siendo
su estimulacion excesiva una de las causas que contri-
buyen a la sobrecarga neuronal de Ca?* (52).

En cultivos celulares, Cotman y cols (53) han de-
mostrado que dosis subletales de glutamato inducen
muerte neuronal masiva si se anade al medio de culti-
vo proteina B-amiloide; 4,. Del mismo modo, las neu-
ronas corticales sometidas a una deprivacion de glu-
cosa experimentan una degeneracion masiva si se
asocia amiloide B, 4, al medio de cultivo (54).

La toxicidad mediada por glutamato y potenciada
por los péptidos B, parece relacionarse con la capaci-
dad de estos ultimos en desestabillizar los niveles in-
tracelulares de Ca?* | haciendo a las neuronas mis vul-
nerables a la toxicidad mediada por Ca?*. Esta
hipétesis queda confirmada por resultados en cultivos
celulares, en los que la potenciacién de la neurotoxi-
cidad por los péptidos B desaparece al eliminar el Ca2*
del medio de cultivo (55).

Todos estos hallazgos sugieren que el AR descstabi-
liza la capacidad de las neuronas para regular adecua-
damente los niveles de Ca?* haciéndolas mds vulnera-
bles a cualquier agresion que incremente la
concentracion de Ca?* intracelular. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que la relacién entre los factores
que alteran la concentracion intracelular de calcio y la

capacidad de inducir una respuesta neuroldxica no es
sicmpre perfecta. Por ejemplo, estudios in vitro han
demostrado que NMDA, t-ACDP (agonista metabotro-
pico) y carbacol incrementan por separado los niveles
intracelulares de Ca2*; pero cuando se combinan no
presentan el hipotético efecto aditivo sobre el dano
neuronal. Por otro lado, el pretratamiento con t-ACDP
6 carbacol protege a las neuronas del dano producido
por NMDA (506).

Estos resultados no solamente muestran la comple-
jidad de los mecanismos que regulan la concentracién
intracelular de calcio, sino que senalan la importancia
que desempenan en la muerte neuronal tanto los ni-
veles intracelulares de calcio como la via metabdlica
implicada en el incremento de los mismos. Por tltimo,
en base al efecto protector del carbacol frente a la to-
xicidad inducida por NMDA, podria hipotetizarse que
la pérdida del “input” colinérgico, como sucede en la
EA, contribuiria a incrementar la vulnerabilidad de las
neuronas todavia [uncionantes al glutamato (57).

Alteracion de los mecanismos de
transducciéon

Se denominan mecanismos de transduccién aque-
llos por los que estimulos extracelulares generan men-
sajeros intracelulares que regulan la funcién y supervi-
vencia celular. Los mensajeros intracelulares son de
gran importancia en el SNC, ya que estin integrados
en diferentes aspectos de la plasticidad sindptica, co-
mo liberacién de neurotransmisores, apertura/cierre de
canales i6nicos, crecimiento neuritico, etc,

Los factores neurotréficos y la estimulacién de recep-
tores por neurotransmisores, inicia una cascada de
eventos produciendo un aumento de segundos mensa-
jeros intracelulares, activacion de protein-kinasas y cam-
bio en el estado de fosforilacion de las proteinas. Es
concebible que cualquier alteracion en esta cascada in-
tracelular pueda alterar la funcién celular y contribuir a
la muerte neuronal e incluso desempenar un papel cla-
ve en el desarrollo de los marcadores histologicos de la
EA como la degeneracién neurofibrilar y el deposito
de amiloide. Por otro lado, la alteracién de los meca-
nismos de transduccion explicaria por qué los trata-
mientos sustitutivos con farmacos que intentan resta-
blecer la funcién colinérgica perdida no han sido
eficaces en la EA.

Neurotransmisores y receptores
El hallazgo mis constante en los cerchros de pa-
cientes con EA es la disminucion de la actividad colin-
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acetil-transferasa (> 95%) en regiones corticales y
subcorticales, consecuencia de la degeneracion de
ntcleos colinérgicos troncoencefilicos como el basal
de Meynert (58). Sin embargo, otros neurotransmiso-
res como noradrenalina, serotonina, GABA, glutama-
to y neuropéptidos con sus correspondientes recep-
tores (5-HT;, 5-HT,, GABA, o, o, v 32 adrenérgicos)
también estin reducidos en el cortex de pacientes
con EA (59,60).

Quizds el sistema de neurotransmision mis amplia-
mente estudiado en los Gltimos anos es cl sistema glu-
tamatérgico. Bl glutamato es un neurotransmisor loca-
lizado en las neuronas piramidales vy media la
neurotransmisién intracortical y corticofugal. El hecho
de que la pérdida de neuronas piramidales sea un ha-
llazgo prominente en la EA, ha sugerido la posibilidad
de que la alteracion de la transmision glutamatérgica
pueda contribuir a la progresion de la enfermedad
(61). Sin embargo, aunque existen trabajos que de-
muestran una hiperfuncion glutamatérgica en la EA, la
mayoria de los estudios han encontrado que al igual
que sucede con el resto de neurotransmisores, el sis-
tema de neurotransmision glutamatérgico es hipoacti-
vo en la EA (G2). Por ello, no puede establecerse que
el déficit especifico de un neurotransmisor 6 de sus re-
ceptores asociados sea responsable de la extensa pér-
dida neuronal que existe en la EA.

Proteinas G

La interaccion de ligandos con sus receptores (rans-
membrana para generar respuestas intracelulares, pue-
de realizarse a través de union a proteinas G & me-
diante la asociacion de los mismos a canales idnicos.
Los receptores GABA y glutamatérgicos son ejemplos
de receptores ligados a canales i6nicos, regulando de
esta manera el flujo de iones Ca2* y Cl- a través de la
membrana celular. Por el contrario, los receptores co-
linérgicos, dopaminérgicos, noradrenérgicos, seroto-
nérgicos ¢ histaminérgicos son receptores acoplados a
proteinas G y generan segundos mensajeros los cuales
a su vez modulan la actividad de protein-kinasas y la
concentracion de Ca?* intracelular (63). Por tanto, las
proteinas G constituyen el primer lazo de unién entre
la activacion de una gran variedad de receptores y la
modulacién de los sistemas efectores intracelulares.

Las proteinas G estdn constituidas por tres subuni-
dades diferentes o, B y vy, siendo la subunidad « la que
da la especificidad. En cerebros de pacientes con EA
los niveles de las subunidad o (Ga) en cortex frontal,
hipocampo y cerebelo no muestran modificaciones

significativas en relacién a sujetos de edad similar (04).
Sin embargo, aunque los niveles de Ga no presentan
alteraciones en la EA, la integridad funcional de las
mismas no esti garantizada.

Estudios mds recientes han demostrado que el aco-
plamiento de los receptores muscarinicos y Dy a pro-
teinas G estd interrumpido en cortex frontal de cere-
bros con EA (65,60), lo que explicaria la reduccion de
la actividad de la adenilato ciclasa (mediada por esti-
mulacion de proteinas G) observada en diversas re-
giones de cercbros con EA (G7). Posteriormente, téc-
nicas histoquimicas de hibridaciéon in situ han
demostrado un aumento significativo del RNAm co-
rrespondiente a la subunidad « de Gs en células pi-
ramidales de cortex temporal e hipocampo de cere-
bros con [FA. Este hallazgo, representaria  un
mecanismo compensatorio al déficit funcional de la
estimulacion de adenilato ciclasa mediada por prote-
ina G, y podifa interpretarse como un acoplamiento
receptor-proteina G anormal, Sin embargo, no se co-
noce si la alteracion en este proceso de acoplamien-
to es especifico de la EA 6 consecuencia de la pato-
logia subyacente a la EA ya que esta alteracion podria
interpretarse como una reaccion a la deaferentizacién
neuronal. Por otro lado, estos cambios en proteinas G
parecen ser receptor-especifico ya que el acopla-
miento a proteinas G de los receptores corticales o,
adrenérgicos y 5SHT;, no estd alterado en cerebros de
pacientes con EA (69,70).

Aunque los niveles de proteinas G no muestran al-
teraciones significativas en los cerebros con EA, su ca-
pacidad funcional parece estar alterada. La integridad
del citoesqueleto y de la membrana celular es indis-
pensable para que exista un normal funcionamicento
en el acoplamiento a proteinas G. Por otra parte, las
proteinas G modulan directamente la estructura del ci-
toesqueleto e interaccionan con los complejos protei-
cos de la membrana que contienen coligeno y actina
(71). Dos de las proteinas G, Gs y Gi, pueden interac-
cionar con tubulina para intercambiar GTP, proceso
que a su vez puede influir en la actividad de la prote-
inas G (72). La tubulina es el principal constituyente
de los microttibulos, por tanto es concebible que cam-
bios en la estructura del citoesqueleto, como las des-
critas en la EA, puedan inducir modificaciones en la in-
teraccion con proteinas G. Ademids en la EA se ha
descrito una wnién aberrante de tubulina-GPT (73) y
una alteracion en la composicion y fluidez de la mem-
brana (74) que interferirian con la transduccién normal
de sefales extracelulares via proteinas G.
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Segundos mensajeros

Via del AMPc

En el cortex frontal de cerebros con EA se ha des-
crito una reduccion significativa en la actividad de la
adenilato ciclasa acoplada a proteina Gs (75). Esta dis-
minucion no parece deberse a la pérdida neuronal a
nivel frontal, ya que la actividad de la adenilato cicla-
sa estd preservada en otras estructuras como el hipo-
campo y cortex lemporal donde la disminucién del ni-
mero de neuronas es considerable, Parece por tanto,
que en la EA existe una alteracion en los mecanismos
de interaccién proteina G-adenilato ciclasa 6 bien cam-
bios conformacionales en ¢l acoplamiento de Gs a
adenilato ciclasa en una regién especifica cerebral, Es-
ta dltima posibilidad resulta interesante ya que el aco-
plamiento normal a proteinas G podrfa ser dependiente
de la integridad del complejo membrana-citoesqueleto el
cual estd alterado en la EA (76).

Alteracion de la via de los fosfatidilinositoles

El calcio desempena un papel primordial en las ac-
ciones mediadas por diversos neurotransmisores y hor-
moenas. Los incrementos de la concentracion de calcio
intracelular dentro de un rango permisivo, son necesa-
rias para el crecimiento y plasticidad neuronal. Sin em-
bargo, cuando se produce un aumento mantenido de
la concentracion libre de calcio pueden producirse al-
teraciones del citoesqueleto, degeneracién neuritica y
en tdltimo termino la muerte neuronal (77).

Se ha sugerido que modificaciones en la hidrélisis
de fosfoinositidos (PI) puede producir una alteracion
en los mecanismos de regulacion de CaZ* intracelular
y contribuir a la neurodegeneracion en la EA. La hi-
drélisis de fosfoinositidos esta regulada por la activi-
dad de una familia de enzimas conocida como fosfoli-
pasa fosfoinositido C (PLC). De este modo, la
estimulacién del receptor por un agonista induce la ac-
tivacion de una fosfolipasa C especifica que hidroliza
el fosfatidil inositol 4,5 bifosfato [PdIns(4,5)P,] a inosi-
ol 1,45 uwifosfato [(ns (1,4,5P5] y diacilglicerol
(DAG). El DAG formado permanece en la membrana
donde puede activar isoenzimas de protein-kinasa C,
las cuales comprenden una variedad de fosfolipido-ki-
nasas dependientes de calcio que regulan numerosas
funciones celulares y desempefian un papel crucial en
la plasticidad y muerte neuronal. A su vez, Ins(4,5) P4
estimula la liberacién de calcio del reticulo endoplas-
mitico al estimular un receptor de canal iénico (78).

La importancia de la via de fosfatidil inositoles en la

regulacion de la concentracion de calcio intracelular
apoya la hipétesis de que cualquier alteracion en el
acoplamiento de la transmision colinérgica a este sis-
tema de transduccién, puede ser responsable de los
cambios degenerativos que aparecen en la EA. El he-
cho de que los fibroblastos de pacientes con EA mues-
tren concentraciones de calcio anormalmente bajas
(79), sugiere una alteracion, probablemente genética,
del mancjo de calcio intracelular. Sin embargo, no ex-
plicarfa por qué las alteraciones morfolégicas se cen-
tran casi de forma exclusiva en el SNC,

Crews y cols (80) han postulado que la neurodege-
neracion que existe en la EA puede seguir la siguiente
secuencia de eventos. En primer lugar la alteracion,
probablemente de origen genético, en el manejo de
calcio intracelular induciria la formacién de B-amiloide
el cual a su vez inhibiria la hidrélisis de PI ligada a la
estimulacién colinérgica. La falta de hidrélisis de PI
produciria un incremento de aferencias excitatorias en
las neuronas colinérgicas del tronco del encéfalo que
conllevaria una pérdida progresiva de las mismas. Por
tanto, la continua exposicion de las neuronas colinér-
gicas a aferentes excitatorias, en ausencia de un feed-
beick negativo, darfa lugar a una lenta y progresiva pér-
dida de senales de transduccion colinérgicas en cortex
e hipocampo. Al cabo de varias décadas, el aumento
del nimero de placas de amiloide en el cercbro, com-
prometerfa de forma importante la neurotransmision
colinérgica e incrementarfa las aferencias excitatorias
hacia neuronas colinérgicas centrales. La consecuencia
final serfa una disminucion adicional del contenido de
acctilcolina cerebral. Es conocido que la acetilcolina
ejerce una accion muy importante sobre la viabilidad
de todo el cortex cerebral y fundamentalmente del hi-
pocampo, como lo demuestran estudios realizados en
animales en los que lesiones del niicleo basal de Mey-
nert inducen una degeneracion lenta y progresiva de
neuronas corticales (81). Por tanto, el hallazgo de que
B-amiloide altera la hidrolisis de fosfoinositidos indu-
cida por estimulacion colinérgica, es consistente con la
idea de que la acumulacién progresiva de B-amiloide
induce una pérdida progresiva de estimulacion coli-
nérgica. Esta, a su vez, produce una disminucién de
neuronas colinérgicas y posteriormente de otros tipos
celulares en cortex e hipocampo.

Los cerebros de pacientes con EA muestran una pér-
dida neuronal generalizada que se acompana ademads
de un hipometabolismo celular, el cual es dependien-
te en gran medida de la actividad sindptica neuronal.
Ademis, la estimulacién muscarinica y la actividad de
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fosfatidil inositoles ejercen una accion importante so-
bre la actividad metabdlica cortical. Por tanto, una sus-
ceptibilidad inicial de las células al calcio y la altera-
cion de la cascada de fosfatidil inositoles inducida por
el B-amiloide, podria inducir una pérdida inicial de
neuronas colinérgicas centrales, que a su vez provoca-
ria  posteriormente un dano neuronal adicional debi-
do a la disfuncion cada vez mis importante de la cas-
cada de inositoles inducida por el déficit de
acetilcolina, Asi mismo, existiria una disminucion de
activacion de receptores muscarinicos y en conse-
cuencia la pérdida de actividad téfica derivada de la
activacion de la cascada de inositoles,

Terceros mensajeros: protein kinasas

La protein kinasa C (PKC) s¢ encuentra ampliamen-
te distribuida en ¢l cerebro y modula diferentes aspec-
Ltos de la plasticidad sindptica como los mecanismos de
neurotransmision, crecimiento y diferenciacion celular,
memoria y aprendizaje, y es indudablemente la kinasa
mas extensamente estudiada en la EA (83,84).

El hallazgo mds constante en cerebros con EA es la
disminucion de los niveles de PKC a expensas funda-
mentalmente de la fraccion particulate. Ademads la fos-
forilacién de la proteina P86, principal sustrato de
PKC, estd especificamente reducida en homogeneiza-
dos de cerebros con EA, y no se altera en otras enfer-
medades como la demencia tipo Pick o la demencia
multinfarto (85).

Existen 4 isoformas diferentes de protein kinasas C
(o, BI, BI, y y) con una compartimentacion neuronal
especifica en el sistema nervioso central (83,84). De to-
das ellas, la isoforma BIT es la Gnica que repetidamen-
te se ha encontrado reducida en cerebros con EA, a
expensas de la fraccion particulate. La localizacion de
las diferentes isoformas de PKC en relacion a las pla-
cas es diferente. Por ejemplo, anticuerpos anti-PKC (o)
tifien enteramente las placas y las células gliales que la
rodean, anti-B1 tifen las neuritas distroficas de la pla-
ca vy los anticuerpos anti-BII tinen el centro de la pla-
ca que se corresponde perfectamente con el depésito
de amiloide (86). Por otro lado, el estudio de la colo-
-alizacion de las diferentes isoformas de PKC con las
placas difusas, las cuales se consideran un marcador
inicial de la patologia de la EA, ha demostrado que és-
tas presentan una inmunorreaclividad positiva anti-BIT
lo que sugiere una afectacion precoz de PKC (BID en
la EA (87). Estos resultados son apoyados por los ha-
llazgos de que en pacientes con placas difusas pero
clinicamente no demenciados, los niveles de PKC(BLD

y la fosforilacion in vitro de sustratos enddgenos (P86)
estan reducidos (88). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que existen otras isoformas de PKC no depen-
dientes de calcio (89), con una concentracion en hipo-
campo mas elevada que las calcio-dependientes, que no
han sido estudiadas en la EA y que podrian tener un pa-
pel importante en los mecanismos moleculares relacio-
nados con el proceso neurodegerativo subyacente,

Otras portein kinasas como casein kinasa 11 (CKIL
también estin alteradas en la EA. Los niveles de CKIT
estan reducidos en el cerebros de EA. Asi mismo, su
distribucion inmunohistoldgica también estd alterada
con una disminucion de inmunorreactividad anti-CKII
en neuronas que no presentan degeneracion neurofi-
brilar y un incremento significativo en los ovillos neu-
rofibrilares (90, 91).

Posiblemente las tirosin kinasas son las kinasas mis
importantes en la regulacion del crecimiento y super-
vivencia celular, Estas son componentes intrinsecos de
los receptores de polipéptidos y factores de creci-
miento y estdn significativamente reducidas en cere-
bros con EA (92,93).

Cuartos mensajeros: fosforilacién protéica
La fosforilacion protéica es el dltimo producto de la
activacion de protein-kinasas producida por la unién
de neurotransmisores y factores neurotroficos a sus
respectivos receptores. In el caso de cerebros con EA
se han descrito alteraciones muy severas en la fosfori-
lacion de proteinas como tau, proteinas asociadas a mi-
crotiibulos, neurofilamentos, proteina P60 y P86 (94),
La fosfoproteina asociada al crecimiento, GAP43, es
sustrato de PKC y CKII. Aunque su funcion exacta en
el control de la supervivencia celular no es bien cono-
cida, los niveles de esta proteina incrementan durante
la axogenesis y en la regeneracion post-traumatismo,
lo que sugiere un papel funcional de esta proteina en
el crecimiento y desarrollo celular (95). Por otro lado,
es conocido que los cambios en el estado de fosforila-
cion de GAP43 son parte importante en los mecanis-
mos moleculares que median la polenciacion a largo
plazo, modelo celular de memoria y aprendizaje (96).
En la corteza de cerebros con EA | los niveles de
GAP43, medidos mediante técnicas immunohistoqui-
micas, estin reducidos en el neocortex e incrementa-
dos en hipocampo y placas neuriticas donde existe rei-
nervacion. Este incremento local de GAP43 puede ser
responsable de la inervacién aberrante descrita en ce-
rebros con EA (97,98). La alteracion en el estado de
fosforilacion de GAP43 puede comprometer también la
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funcién de segundos mensajeros, ya que esta proteina
regula la actividad de proteinas G y se une a la cal-
modulina en la terminal sindptica. En este sentido, re-
sulta interesante el hecho de que la isoforma PKC que
fosforila. GAP43 es la PKC BL/BIL, que a su vez es la
isoforma mids afectada en la EA.

El incremento en la fosforilacion de proteinas pue-
de ser consecuencia de un incremento en la actividad
de protein kinasas, disminucién de la actividad de fos-
foprotein fosfatasa, alteracion en la estructura protéica
6 modificaciones en la compartimentacion de estos en-
zimas. Todavia no se ha podido demostrar que la acti-
vidad de la fosfoprotein fosfatasa sea responsable de la
hiperfosforilacion de diferentes proteinas en ¢l cerebro
de pacientes con EA (99).

En resumen, podriamos concluir que existe amplia
evidencia de la afectacion de diferentes moléculas de
los sistemas de transduccion en el cerebro de pacien-
tes con EA y muchas de ellas muestran ademds una ac-
tividad excesiva. Parece, por tanto, poco probable que
la muerte neuronal en la EA sca el resultado de un de-
terioro general en la actividad celular. Datos experi-
mentales recientes sugieren que la hiperactividad de
diferentes componentes de los sistemas de transduc-
cion son responsables de distintos tipos de muerte ce-
lular como apoptosis o excitotoxicidad (100). En el ca-
so de la EA se ha postulado que la hiperfuncién de los
sistemas de transduccion podrian estar desencadena-
dos por la proteina precursora del amiloide (APP) o de
sus fragmentos, de tal forma que la hiperactividad ce-
lular en la EA seria consecuencia de la presencia de
una APP aberrante.

Apoptosis

Durante la dltima década, numerosos trabajos han
demostrado que las células pueden morir por dos me-
canismos diferentes : necrosis y apoptosis. La necrosis
es responsable de la muerte celular que aparece tras
una agresion aguda, como lrauma, isquemia, etc. Por
el contrario, la apoptosis aparece en relacion a una al-
teracion metabdlica interna que pone en marcha un
programa celular de autodestruccion. Aunque en el sis-
tema nervioso central, la apoptosis se ha relacionado
clasicamente con los cambios que aparecen durante el
desarrollo, existe evidencia reciente de que la apopto-
sis puede jugar un papel muy importante en enferme-
dades degenerativas del sistema nervioso central como
la EA (101,102).

La apoptosis constituye un sistema de autorregula-
cién del nimero de neuronas y de su supervivencia,

En la actualidad se acepta que las células conservan su
capacidad de autodestruccion a lo largo de toda su vi-
da, existiendo diferentes factores que pueden activarla
o suprimirla (103). Las células que entran en apoptosis
muestran de forma caracteristica un abombamiento de
la membrana celular acompanado de una condensa-
cion del nicleo y el citoplasma y agregacion de la cro-
matina a la membrana nuclear formando masas granu-
lares densas Por accion de endonucleasas la cromatina
se fragmenta en oligonucledtidos de una determinada
longitud. Esto contrasta con el proceso descrito en la
necrosis, en la cual existe un edema de las mitocon-
drias, seguido de destruccion de membrana nuclear y
citoplasmatica y lisis de lisosomas y ribosomas, con la
consiguiente liberacion de detritus celulares y reaccion
inflamatoria local. De esta forma, las células que ex-
perimentan una muerte celular apoptética, conservan
la integridad de la membrana hasta ¢l dltimo estadio
de degencracion. Posteriormente estas células son [a-
gocitadas in vivo por las células vecinas y lisadas es-
pontaneamente in vitro. Por ultimo, hay que tener en
cuenta que la muerte celular apoptotica no ocurre al
azar, sino que afecta de forma preferente a células vie-
jas, preneoplisicas o parcialmente lesionadas (101),

Aunque la apoptosis ocurre en diferentes sitemas, la
mayoria de los estudios se han realizado en timocitos
y han permitido caracterizar la sccuencia de mecanis-
mos moleculares que conducen en tltimo término a la
muerte celular. En cultivos de timocitos, los corticoes-
teroides inducen apoptosis en un periodo de varias
horas (104). Este proceso es calcio-dependiente y es
inhibido al bloquear la sintesis proteica o de RNA, lo
que sugiere una participacion activa por parte de la cé-
lula en el proceso de apoptosis. El aumento de calcio
intracelular activa una endonucleasa dependiente de
calcio que rompe el DNA en fragmentos pequenos cre-
ando un efecto en escalera en la electroforesis en gel
de agarosa. Sin embargo, un aumento incontrolado de
calcio intracelular da lugar a una muerte celular por
necrosis, lo que sugierc que al igual que sucede en los
fendmenos de excitotoxicidad, la cinética y comparti-
mentacion del calcio intracelular son factores criticos
en determinar la respuesta celular y tnicamente el in-
cremento de calcio por activacion de vias especificas
es capaz de inducir apoplosis (104).

La hipdtesis de que la apoptosis puede contribuir a
la neurodegeneracion en la EA resulta atractiva por un
nimero de razones. En primer lugar, la apoplosis es
compatible con la pérdida neuronal progresiva de neu-
ronas aisladas que ocurre en la EA, en oposicion a la
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pérdida de grupos neuronales observadas tras diferen-
tes agresiones al sistema nervioso central. Del mismo
modo, la capacidad de determinadas toxinas de inducir
apoptosis en una gran variedad de células, sugiere un
papel importante de las mismas en la patogénesis de la
EA. Tal es el caso del B-amiloide y del aluminio, los cau-
les inducen cambios bioquimicos y morfoldgicos com-
patibles con apoptosis en cultivos celulares (105).
Existe evidencia de que la apoptosis puede contribuir
a la neurodegeneracion en la EA. Por ejemplo, la glico-
proteina 2 (SGP-2), que se expresa en tejidos en apop-
tosis (100), estd aumentada en hipocampo de pacientes
con EA y en la enfermedad de Pick (107,108) y se ha de-
mostrado que la exposicion de neuronas a B-amiloide
induce cambios biogquimicos y morfologicos sugestivos
de apoptosis (103). Recientemente, Anderson y cols
(109) han demostrado cambios morfologicos en células
del hipocampo de pacientes con EA, sugestivos de
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