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Introduccion

Agradezco al Dr. Segovia de Arana su infinita fe en mi, puesto que me ha
asignado esta conferencia de la que yo desconozco mucho, y lo mas extrafio
es que €l lo sabe, y lo sorprendente es que, después de protestar, he aceptado.
Afortunadamente, las mas importantes enfermedades neurodegenerativas
ya se han cubierto o se cubrirdn estos dias. Ademas, escuché recientemente
en Valencia a varios investigadores, participantes en este simposio. Al repa-
sar algunas de las recientes publicaciones en el &rea, recordé un trabajo que
publiqué hace muchos afios en “Physiological Reviews” (1), que es quiza
bastante relacionado con el tema. Més tarde, y con motivo del centenario de
la entrada de D. Santiago Ramon y Cajal como catedratico en la Facultad de
Medicina de Valencia, extendi los conceptos de este articulo a ciertos aspec-
tos del sistema nervioso central (2).

Ambos articulos se refieren a la incidencia del medio ambiente en la esta-
bilidad de las proteinas y especialmente de enzimas, lo que me llevé a estu-
diar en detalle el recambio de proteinas. Hay evidencia cada vez mayor de la
relacidn entre la conformacién proteica, la estabilidad y su incidencia en las
enfermedades neurodegenerativas.

Un exceso de sintesis de proteina es necesario para reemplazar la cantidad
gue se degrada y mantener el steady state. Proteinas que no encuentran un
medio propicio para su estabilidad se destruirdn rapidamente (Fig. 1). Sin
embargo, las proteinas estabilizadas pueden estar expuestas a sistemas pro-
teoliticos, incluyendo proteosomas y lisosomas. La vida media de una pro-
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teina sigue una caida de primer orden, indicando un proceso estocastico.
Naturalmente, las caracteristicas quimicas, especialmente la conformacion,
determinan la estabilidad, que esté influenciada por el medio ambiente.

Figura 1
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Estabilizacion y desestabilizacion de proteinas intracelulares. La distincion entre degradacion
de proteinas “al azar” y “selectiva” es arbitraria: ej. La autofagia en todos los tejidos puede no

ser estrictamente al azar dada la heterogeneidad celular, todavia se desconoce si la microautofa-
gia es un proceso selectivo, etc.

Es importante verificar las caracteristicas estructurales in vivo que deter-
minan la velocidad de degradacion de las proteinas y la importancia relati-
va de los varios sistemas proteoliticos bajo condiciones normales y patolégi-
cas. Recientemente han aparecido ejemplos de sustancias tales como la ubi-
quitina, que tiene que ver normalmente con la degradacion de proteinas, al
conjugarse con éstas para degradarlas en los proteosomas y con su presen-
cia en inclusiones intraneuronales, por ejemplo en la demencia frontotem-
poral, la tercera demencia degenerativa mas corriente despueés del
Alzheimer. Santiago Ramén y Cajal y Sigmud Freud, en 1894, postularon
independientemente que el aprendizaje puede producir cambios prolonga-
dos en la efectividad de las conexiones sinpticas entre neuronas, lo que po-
dria servir como mecanismo de la memoria. Es llamativo que en el mismo

afo, Fisher sugiriera el modelo de la llave y la cerradura, concepto que ex-
plica la especificidad enzimaética.
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Unos 60 afios después, se sugirié que los sustratos pueden producir cam-
bios conformacionales en las enzimas, un fenémeno referido como “acople
inducido”, y Caravaca y Grisolia descubrieron el paradéjico fenémeno de
inactivacion inducida por sustratos, lo cual dio lugar a la hipétesis de la
plasticidad enzimética y a la propuesta de su amplia significacion bioldgica,
particularmente, y en el contexto de este articulo, con las enfermedades neu-
rodegenerativas. Es generalmente aceptado que la actividad y la conforma-
cion de las proteinas estan relacionadas y que las propiedades elastoplésticas
de las proteinas controlan o modulan su actividad (Fig. 2). Para los interesa-
dos se incluye al final un adendum maés detallado de estos conceptos.

Figura 2
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Teoria de la elastopléastica. Las encimas son el&sticas y deben volver a su conformacion original (A)
tras completar su funcion catalitica (E). La estabilizacion ambiental es alcanzada por los sustratos,
los efectos conformacionales a la localizacion y/o interacciéon de proteinas, etc. La desestabilizacion
de las proteinas es el resultado de la elastoplasticidad y las modificaciones covalentes. Algunas mo-
léculas de proteina eluden la reaccién con sus substratos y son rapidamente inactivadas.
Advertimos al lector que no identifique estas moléculas con aquellas que tienen una aparentemente
muy corta vida-media, las cuales probablemente representen un pequefio porcentaje, =1% de las
proteinas totales detectadas en una célula en cualquier momento; aunque en relacién con la vida
entera de la célula, puedan haber contribuido colectivamente en gran manera a la cantidad total de
proteina sintetizada. Los principales cambios degenerativos(Q) tendran lugar en el a&rea sombreada.

En definitiva, me concentraré en relacionar proteolisis y factores implica-
dos en ciertas enfermedades neurodegerativas, y especialmente en aquellas
debidas a la presencia de muchas repeticiones de tripletes que derivan en la
produccion de glutamina.



134 ENFERMEDADES NEUODEGENERATIVAS

Después abordaré la enfermedad de Alzheimer, y debido a las limitacio-
nes de tiempo y mi poca preparacion, no hablaré de otras enfermedades
neurodegenerativas.

Pensé que en vez de repetir material de la literatura, expondria algunas
ideas que, aungque especulativas, quiza sirvan para abrir nuevos caminos.
Asi pues, recordando a William Withering, el descubridor de la Digitalis,
gue creo dijo algo asi como: “Lo que presento con toda humildad es una
mezcla de hechos y de opiniones; los primeros, serdn permanentes; los se-
gundos, cambiaran con los avances cientificos”.

Generalidades

Es sorprendente que todas las enfermedades debidas a la formacion de
poliglutaminas, y posiblemente otras enfermedades neurodegenerativas, ta-
les como Alzheimer, la esclerosis lateral amiotréfica y la enfermedad de
Parkinson, conllevan la acumulacidon gradual de proteinas mutantes en el
nucleo, citoplasma o en el espacio extracelular

Una proteina anormalmente plegada o un cambio en conformacion debi-
do a una mutacion puede inducir que estas proteinas puedan interaccionar
con otras de una manera aberrante, lo que resultaria en su progresion.

Esté claro que es necesario conocer mejor los efectos de mutaciones en la in-
teraccion de las proteinas y en el recambio proteico, asi como estudios orienta-
dos a conseguir que el plegamiento adecuado de la proteina y su degradacion
puedan disminuir o mejorar la enfermedad y quiza retrasar su inicio.

Los tipos de proteinas que produce una célula dependen de los genes que
se hallen activos en cualquier momento. Estos determinan la secuencia en que
deben unirse los aminoé&cidos. Las cadenas se pliegan en hélices y bucles com-
pactos para conseguir diferentes clases de proteinas, dotada cada una de una
funcién especifica que le viene impuesta por su forma y su composicién qui-
mica y también por la presencia de otros factores, como son los chaperones.

Repeticiones de glutamina y neurodegeneracion

Hace unos 10 afios se descubrié este mecanismo para enfermedades neurode-
generativas que obedece al aumento de repeticiones inestables de trinucledtidos.
Hasta la fecha se conocen 15 enfermedades neurolégicas debidas a repeticiones
de tripletes, en ocho de ellas se encuentran repeticiones de CAG, triplete que co-
difica a la glutamina y de manera desconocida “poliglutamina”, las proteinas.
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Asi ocurre por ejemplo en la enfermedad de Huntington (HD). Con la ex-
cepcidn de la atrofia espinobulbar, estas enfermedades se heredan de forma
dominante. Todos estos desérdenes son progresivos y aparecen a mitad de
la vida y causan un aumento de disfuncion neuronal y eventual pérdida de

neuronas 10 a 20 afios después del inicio de los sintomas.

En este grupo de enfermedades, cuanto mas repeticiones haya la edad de

inicio es méas temprana y la enfermedad més severa (Fig. 3).

Figura 3
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Figura 3a

'

STE
¥

£

SN
A s

3

(A,B) La distribucion subcelular de ataxina-1 en las neuronas del nacleo pontocentral en un pa-
ciente con ataxia espinopontocerebelosa. Inclusiones nucleares (NI) aumentadas (bajo a la dere-
cha) y con ubicuitina (B). © Redistribucién del proteasoma 19S en agregados en el tejido del pa-
ciente; (D) control mostrado para comparar. (E) Chaperona nuclear (HDJ-2/HSDJ se localiza
principalemente en el citoplasma excepto por las NI; (F) control mostrado para comparar.

En generaciones sucesivas de familias afectadas aparece antes la enferme-
dad y es mas rapida la progresion, esto es especialmente cierto en la transmi-
sion paternal.
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Una variedad de proteinas contienen zonas ininterrumpidas de residuos de
glutamina, codificados por tripletes repetidos de CAG, los cuales son propen-
sos a la inestabilidad y expansién. La expansién no es patogénica hasta una
cierta longitud, pero grandes expansiones causan enfermedades neurodegene-
rativas tales como HD, ataxias espinocerebrales (SCA), atrofia espinobulbar
muscular (enfermedad de Kennedy) y atrofia dentatorubropallidoluisiana
(DRPLA). Todas estas enfermedades son dominantemente heredadas, tipica-
mente des6rdenes fatales neurodegenerativos de aparicion tardia. Las regio-
nes del cerebro afectadas varian en las enfermedades, pero caracteristicas co-
munes incluyen pérdida de células neuronales y declive en funciones motoras
y cognitivas. Las funciones normales de las proteinas que causan enfermeda-
des de poliglutamina no estan relacionadas, y la secuencia de alienacién de es-
tas proteinas revela que la region de homologia es solo la zona de poliglutami-
na en si mismay, en alguno casos, una regién adyacente rica en prolina.

Como la enfermedad en edades avanzadas tiene correlacion con la longi-
tud de la poliglutamina, es un fuerte indicativo de que la propiedad téxica
de la proteina mutante es primariamente responsable de la patologia. El de-
safio es determinar qué areas celulares son vulnerables a la toxicidad.

Es curioso que s6lo un grupo de neuronas sea vulnerable a disfuncién en
estas enfermedades a pesar de la extensa expresioén de la proteina relevante
en el cerebro y otros tejidos. Las tablas 1 y 2 resumen lo que se conoce de es-
tas enfermedades, localizacion de las proteinas en regiones cerebrales carac-
teristicamente afectadas en estas enfermedades, y locus genéticos (3, 4, 5).

Proteosomas

Durante afios se dio por supuesto que la parte del le6n de la degradacion
de las proteinas se la llevaban los lisosomas. A finales de los afios setenta se
descubrieron unos grandes complejos multienzimaticos, los proteosomas,
gue son estructuras gigantes. Mientras que una proteina de tamafio medio
tiene entre 40.000 a 80.000 daltons, la mayoria de los proteosomas de los or-
ganismo superiores pasan de dos millones de daltons. Un proteosoma esta
constituido por una porcién central con aspecto de tlnel a la que acompa-
fian una o dos particulas reguladoras, menores, situadas en un extremo o en
ambos.

El proteosoma no elige proteinas al azar para destruirlas. La célula sefiala
las proteinas destinadas a ese fin. En su inmensa mayoria, esas proteinas se
etiquetan primero con ubiquitina, que es una proteina bastante pequefia (76
aminoécidos).
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Ciertas enfermedades podrian ser, en parte, resultado de un fracaso de los
proteosomas en su funcién degradadora de proteinas anémalas. Hay conjun-
tos de proteinas mal plegadas que se acumulan junto con proteosomas en
determinadas neuronas del cerebro de sujetos con la enfermedad de Parkin-
son, la de Huntington o la de Alzheimer.

La ubiquitina esta presente en los agregados de proteina asociada con ca-
racteristicas neuropatoldgicas, tales como cuerpos Lewy y enredos neurofi-
brilares. La ubiquitina y los proteosomas estan asociados con inclusiones de
poliglutamina, tanto en modelos como en tejidos de pacientes. La persisten-
cia de formas ubiquitinadas de proteina poliglutaminada asociada con com-
ponentes del proteosoma indican que las células estdn intentando destruir
estas proteinas. La influencia de la longitud de poliglutamina en el procesa-
miento de ataxin-1 muestra que aunque la ubiquitinacion no esta afectada, la
degradacion proteosomal es inhibida para una forma expandida de la pro-
teina. El inhibidor del proteosoma lactacistin también causa un incremento
de agregados de poliglutamina, un mecanismo de contrapeso en la forma-
cion del agregado.

Chaperones

El doblaje inadecuado y la alterada solubilidad de proteina es un defecto
fundamental debido a la expansién de poliglutamina. No es por tanto ines-
perado que el sistema chaperon esté involucrado en la respuesta celular a
esta patologia. Los chaperones son enzimas cuyos papeles incluyen el facili-
tar el plegamiento de proteinas in vivo. La actividad del chaperén es espe-
cialmente importante bajo condiciones de estrés celular.

Los chaperones colocalizan con agregados de poliglutamina en tejidos de
pacientes. Por ejemplo, la proteina HSP40 se asocia en cultivos celulares con
agregados de ataxin-1 y de ataxina-3. Chaperones sobreexpresados supri-
men la agregacion de poliglutamina en cultivos celulares de modelos de dro-
sofila. Aungue parece haber relacion entre la actividad del chaperdn y la
agregacion de poliglutamina y la toxicidad, queda aun mucho por aprender
sobre el efecto que éste puede tener en el contexto de la enfermedad.

La capacidad de los chaperones de facilitar plegacién de proteinas, unida
con la habilidad de la célula para degradar mutantes de proteinas poligluta-
minadas, probablemente tiene gran importancia en el mantenimiento de la
funcién neuronal.

De una forma breve comentaremos sobre estas enfermedades neurodege-
nerativas individualmente.
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Atrofia Espinobulbar

La atrofia espinobulbar o enfermedad de Kennedy es Unica entre estas en-
fermedades, ya que tiene una herencia recesiva. Los hombres afectados pue-
den tener contracciones musculares por muchos afios antes de tener debilidad
muscular, que aparece en la cuarta o quinta década. Los reflejos tendonales es-
tan generalmente ausentes, hay debilidad, pérdida de tejidos que se extienden
para afectar la cara, musculatura distal y la progresiva pérdida de la libido, in-
cluso dificultad de mantener una ereccion y esterilidad tardia.

La repeticion de CAG en estos pacientes ocurre en la region codificadora
del gen del receptor andrdogeno. Repeticiones de 9 a 36 se pueden tolerar,
pero cuando los alelos se afectan y tienden de 38 a 62 repeticiones aparece la
enfermedad.

Enfermedad de Huntington

Esta enfermedad es la més corriente de las enfermedades debidas a repeti-
ciones de CAG con sintomas motores en adultos y movimientos involunta-
rios. Algunas veces existen también signos de parkinsonismo y distonia.

En las formas juveniles de la enfermedad aparecen alelos con més de
70 repeticiones, el mas largo descrito hasta la fecha contiene 121. EI 80%
de pacientes juveniles heredan la mutacion del padre. La explicacion
puede ser debida al gran namero de divisiones celulares durante la es-
permatogénesis.

La enfermedad se expresa extensivamente en el cerebro, la huntingtina es
una proteina citoplasmatica que esta asociada con microtubulos en dendritas
y con vesiculas sindpticas en axones terminales. No esta asociada con mito-
condria. La huntingtina puede reaccionar con la ubiquitina, y esta interac-
cion no depende de la longitud de la poliglutamina.

Hay una interaccién intrigante entre huntingtina y la gliceraldehido 3 fos-
fato de hidrogenasa, de la que hablaremos también en la enfermedad de
Alzheimer.

A pesar de los enormes progresos para elucidar la patologia molecular de
la enfermedad de Huntington (HD), el pronéstico ha mejorado poco desde la
primera descripcion de la enfermedad en 1872. Tampoco se han desarrollado
tratamientos efectivos para otras enfermedades causadas por repeticiones de
glutamina. No obstante, en la ultima década, primates no humanos, ratas,
etc., han proporcionado una nueva percepcién de los mecanismos patégenos
de estas enfermedades.
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Ataxias espinocelulares

Estas son un heterogéneo grupo de enfermedades neuroldgicas con aspec-
tos clinicos comunes, caracterizadas por variables grados de degeneraciones
del cerebro.

La degeneracion cereberal resulta en ataxia y disartria en todas estas en-
fermedades, pero hay aspectos variables.

Ataxia de tipo 1

En la ataxia de tipo 1 hay atrofia cereberal con una pérdida severa de célu-
las Purkinje, en neuronas del ntcleo dentado y neuronas de la oliva inferior
y en los nervios craneales I1, 1V, IX, X y XII.

El producto del gen de SCA-1, ataxina-1, es una proteina nueva que no
tiene homdlogo con otras proteinas. Al parecer, tiene que ver con la plastici-
dad sindptica y funciones neuronales de aprendizaje.

La ataxina-1 se expresa en el sistema nervioso central de dos a cuatro
veces los niveles que se encuentran en los tejidos periféricos. En pacien-
tes, la ataxina-1 mutante aparece como una inclusion nuclear muy gran-
de en las neuronas del cerebro. Estas inclusiones contienen ubiquitina
proteosoma y los chaperones moleculares, HDJ2 y HSDJ, como indica la
figura 3.

Ataxia Espinocerebral Tipo 2

Tanto el cerebelo como el cerebro estan atrofiados con degeneracion seve-
ra de las células de Purkinje y células neuronales, ademés de pérdida de
neuronas en la oliva inferior y en el puente. La SCA2 cDNA codifica una
proteina nueva de unos 140 kilodaltons, la ataxina-2, que no tiene homologia
con proteinas de funcidn conocida. A diferencia de la ataxina-1, la ataxina-2
se localiza en el citoplasma.

Es de interés que aunque no hay inclusiones nucleares hay un aumento
significativo de inmunoapariencia en el citoplasma de células de Purkinje y
neuronas dentadas, sugiriendo que la proteina mutante contribuye a la dis-
funcion celular.
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La enfermedad de JOSE Machado o EspinoCerebral Ataxia tipo 3

El gen MJD1 codifica una proteina intracelular de 42 kilodaltons, este pro-
ducto, la ataxina-3, es predominantemente citoplasmatica, aunque también
se ha encontrado en el ndcleo de tejidos de pacientes.

Ataxia Espinocerebral tipo 6

El gen SCA 6 codifica por la a: el canal de calcio dependiente de voltaje
(CACNAL1A). Hay una pérdida severa de células de Purkinje en el cerebro y
otras alteraciones en la oliva inferior y en el ndcleo dentado. Naturalmente,
hasta modestas manifestaciones de la alteracién de este gen pueden alterar
la fisiologia y la homeostasis del calcio.

Ataxia Espinocerebral tipo 7

La pérdida neuronal predominante en la SCA 7 ocurre en el cerebelo en
la oliva inferior y algunos nucleos craneales. Es una de las repeticiones més
inestables del CAG conocidas, y los enfermos pueden tener variaciones
desde 37 a 306 repeticiones y alelos intermediarios pueden aumentar la
expansion en el rango patégeno durante la transmision intergeneracional,
la méas larga conocida es de 263 repeticiones en la transmision de padre a
hijo, y aunque la transmision paternal produce mayores extensiones, la
enfermedad se observa més frecuentemente en la transmision maternal.

Atrofia Dentatorubropallidoluisiana

El CDNA de la DRPLA codifica el producto del gen la atrofina-1 de 1.185
aminoacidos. La proteina no tiene homologia con otras conocidas. Esta dis-
tribuida en el citoplasma, neuronas y tejidos periféricos, tanto de afectados
como de individuos normales. Hay una inversa relacion entre la apariencia
clinica y el nimero de repeticiones.

Una cuestién de gran importancia es si las poliglutaminas inducen la en-
fermedad. Los datos, tanto en cultivos celulares como en estudios animales,
demuestran claramente que la presencia de poliglutamina es téxica tanto a
neuronas como a otras células periféricas.
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Poliglutamina causa aberrantes interacciones en proteinas

El significado funcional de la parte de la proteina no poliglutaminada no
es conocido. Una posibilidad es que esta zona juegue un papel en facilitar in-
teraccion proteina-proteina. Por medio del anélisis por rastreo de hibridos, la
interaccién de un nimero de proteinas que interaccionan con proteinas que
contienen poliglutamina ha sido identificada; algunas de estas interacciones
son sensibles a la longitud de la zona poliglutaminada. En algunas proteinas
gue contienen poliglutamina, esta regién es adyacente a una zona de poli-
prolina; en huntingtina, la zona de poliprolina interacciona con el SH3-do-
main- y con el WW-domain de proteinas.

Un creciente grupo de evidencias indican que las proteinas poliglutamina-
das interaccionan directamente con los factores de transcripcién. Una lista de
factores relacionados fisicamente asociados con la enfermedad incluye
TATA-enlazada (binding) (TBP), la drosofila ojo-ausente proteina (EYA),
proteinas CREB-enlazadas (CBP), p53, receptor nuclear correpresor (N-CoR),
mSin3A y TAFn130. La idea de que algunas de estas interacciones tienen un
papel en enfermedades viene del hecho de que el TBP humano esta presente
en inclusiones nucleares en enfermedades cerebrales. En el cerebro de pa-
cientes de HD, N-Cor esta mal localizado y mSin3A esta presente en inclu-
siones nucleares. CBP est4 localizado en inclusiones androgen-receptor en
tejidos de pacientes de SBMA. En algunos casos, estas interacciones con fac-
tores de transcripcion son conocidas por inhibir la funcion; por ejemplo, mu-
tantes de huntingtina reprimen expresiones desde dos diferentes promoto-
res, pb53-regulado y TAFn130. Evidencias que enlazan la maquinaria de
transcripcion con toxicidad de la poliglutamina ha sido revelada por un mo-
delo drosofila de SCAL. Es interesante que un numero de cofactores trans-
cripcionales, que pueden interactuar o influenciar la toxicidad de la poliglu-
tamina, son conocidos por estar involucrados en la acetilacion o deacetila-
cion de histonas.

Efectos de la poliglutamina en el transcriptoma

Basado en la interaccidn fisica entre proteinas conteniendo poliglutamina
y los factores de transcripcion, no nos debe sorprender que los niveles de al-
gunos mMRNAs estén alterados. La extensidn de la perturbacién transcripcio-
nal ha sido calculada con microarrays y otras técnicas. Aun dado el pequefio
numero de mRNAs que han sido evaluados en tejidos humanos postmor-
tem, los datos son consistentes con los modelos de ratas.
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Los avances de tecnologias en gendmica (por ejemplo, DNA microarrays)
permiten andlisis globales de respuestas celulares, asi que esto ofrece opor-
tunidades para desarrollar modelos comprensivos de patologia celular.
Eventos intracelulares pueden contribuir a la neurodegeneracion

Sefales patogénicas entre neuronas fueron la primera hipoétesis para expli-
car la neurodegeneracion en HD. Esta idea es respaldada por la observacion
de que los cambios neurodegenerativos pueden ser imitados por la adminis-
tracion de neurotransmisores excitotoxicos agonistas en modelos animales.
Sefales excesivas por aminoécidos excitatorios agonistas inducen un flujo de
calcio en la neurona, la formacién de radicales libres, que afectan a la respira-
cién mitocondrial y, en algunos casos, la muerte de la célula. EI mismo mode-
lo de neurodegeneracion puede ser replicado por una administracién siste-
mética de toxicos mitocondriales, indicando que el bloqueo de la cadena res-
piratoria es suficiente para causar la muerte de la célula neuronal. Estos
descubrimientos han llevado a probar clinicamente ketamina y remacemida
(antagonistas del NMDA\), la lamotrigina y el coenzima Q10 y la creatina.

Unos aspectos patogénicos relativamente inexplorados de enfermedades de
la poliglutamina son la presencia de microglia activada. En contraste con los as-
trocitos, los cuales tienen un papel en el mantenimiento de la salud neuronal, la
microglia activada puede ser dafiina para las neuronas. La microglia son célu-
las monociticas derivadas de la médula ésea que estdn presentes en ganglios
basales y otras regiones del cerebro en la HD. El inhibidor ciclooxigenasa
(COX) reduce microgliosis en modelos animales de la enfermedad de
Alzheimer. Ya que la ciclooxigenasa y la ciclosporina estan aprobadas por el
FDA y han sido usadas con seguridad en pacientes con enfermedades neurode-
generativas, estudios clinicos podrian establecerse para testar la eficacia de es-
tos medicamentos en pacientes con enfermedades asociadas a la poliglutamina.

Rotura por las Caspasas, fragmentos toxicos y muerte cerebral programada

La apoptosis es una via celular de muerte altamente regulada que tiene un pa-
pel en enfermedades neurodegerativas tales como el Alzheimer, esclerosis lateral
amiotréfica y enfermedad debida a la poliglutaminacién. El sistema apopt6tico
incluye la activacién de una cascada de proteasas conocidas como caspasas. La
actuacion de la caspasa ha sido observada en el cerebro de HD y el aumento de
poliglutamina en cultivos celulares promueve la apoptosis. Esta relacion es com-
pleja porque, ademas de provocar estrés que activa el programa apoptotico, algu-
nas proteinas que contienen poliglutamina son sustratos de la caspasa.
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En el modelo de cultivo celular, la proteolisis de la huntingtina por la cas-
pasa-3 puede contribuir a la progresion de la HD; en otro modelo, la caspa-
sa-8 se requiere para la toxicidad de la poliglutamina.

Estos datos indican una asociacion compleja entre las proteinas que con-
tienen poliglutamina y las caspasas como agentes de disfuncién celular y la
muerte. Por tanto, las caspasas pueden representar una diana para la inter-
vencion terapéutica. El inhibidor de la caspasa minociclina produce una me-
joria modesta en ratones, pero no se sabe si es debido a la inhibicion per se de
la caspasa o0 a efectos antiinflamatorios ligados al secuestro del calcio.

Estrategias para el descubrimiento de medicamentos

Nuestro conocimiento de la patologia molecular de la enfermedad de la
poliglutamina y su expansion y el aumento de la poliglutamina ha llegado al
punto donde las estrategias racionales para el descubrimiento de medica-
mentos son posibles (5).

Las dianas potenciales incluyen chaperones, caspasas, la maquinaria ubi-
guitina/proteosoma, transcripcion de factores y proteinas alteradas conte-
niendo poliglutamina. El éxito con el inhibidor de la caspasa zVAD-fmk y
minociclina sugieren estudios mas amplios de inhibidores de la caspasa.

Se ha prestado mucha atencién a medicamentos que previenen la agregacion
de la poliglutamina. Aungue hay controversia, la tendencia a la agregacion esta
bien establecida. Por otra parte, esta propiedad esta compartida por todos los
mutantes de proteinas patdgenas de la poliglutamina indentificadas hasta ahora.

El 12 de julio pasado, Perutz y Windlet publicaron un articulo (6), como
continuacion de otros de sus estudios, sobre la causa de la muerte neuronal
en enfermedades neurodegerativas debidas a la expansién de glutamina.
Proponen que ya que la patogenia es controvertida, la nucleacion de los
agregados es la Unica explicacion coherente. Sus esfuerzos estdn encamina-
dos para identificar los componentes que inhiben la agregacién. Concentra-
ciones micromolares de Congo rojo, Thioflavina S, Crisamina G y Fast
Yellow fueron capaces de inhibir la agregacion de huntingtina.

Posible nuevo papel del carbamil fosfato
Finalmente, me preocupa el mecanismo de la incorporacion de la glutami-

na a las proteinas, y si tiene relacion con la sintesis en el sistema nervioso
central, del carbamil fosfato. Existen dos mecanismos de formacion de carba-
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mil fosfato, uno relacionado con la sintesis de la urea, que es masivo en el hi-
gado pero deficiente en muchos otros tejidos, incluyendo el cerebro, en el
cual la sintesis de carbamil fosfato utiliza glutamina y esta dirigida a la for-
macion de acidos nucleicos. No olvidemos que la sintesis de algunos de
ellos, especialmente los mensajeros, tiene una vida corta. Una cuestién intri-
gante es si hay relacion entre la utilizacion de la glutamina para la sintesis
del carbamil fosfato y/o la modificacion de proteinas por éste, y especial-
mente por glutamina en el cerebro.

En este sentido, es también importante saber por qué el nivel, es decir el
numero critico de repeticiones de glutamina, produce la enfermedad.

Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo que afec-
ta a un numero creciente de victimas en correspondencia al envejecimiento
de la poblacién (7).

La enfermedad es cruel, ya que priva a los humanos de su habilidad para
recordar, pensar y para entender todas las cosas que son cruciales.

Desde hace ya muchos afios, cuando Alzheimer descubri6 el primer caso,
hasta practicamente los tiempos actuales, muy poco se ha adelantado acerca
de sus causas, excepto que termina con una gran pérdida de neuronas y un
numero de aspectos neuropatoldgicos distintivos.

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el tipo de demencia més comun en la
vejez. Las caracteristicas de la neuropatologia de la enfermedad son grandes
pérdidas neuronales, placas neuriticas y nudos neurofibrilados, preferente-
mente localizados en las areas limbicas y corticales del cerebro. La gran pérdida
de sinapsis ocurre en las mismas regiones del cerebro, con alteraciones conco-
mitantes de los sistemas neurotransmisores. Las placas neuriticas son lesiones
multicelulares esféricas, contienen depdsitos extracelulares de proteina R-ami-
loide, la cual estd mayormente en una forma fibrilar. Las placas neuriticas estan
rodeadas de axones degenerativos y dendritas microglia activada (;oligoden-
drocitos activados?), y astrocitos reactivos. Los nudos neurofibrilares son
manojos citoplasmicos intraneuronales de filamentos helicoidales apareja-
dos, estdn compuestos de formas hiperfosforiladas insolubles de proteina aso-
ciada a microtubulos, proteina tau, a menudo conjugada con ubiquitina.

El gen APP esta localizado en el cromosoma 21, que esta también involucrado
en el sindrome de Down, cuyos enfermos desarrollan AD hacia los 30 afios. Se
expresa en neuronas y en la glia. Existen tres isoformas principales derivadas
del splicing (union) alternativo de un solo gen. La funcion normal del APP es
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desconocida. 3-amiloide se libera de la proteina precursora del amiloide (APP) a
traves de las a, 3 y y-secretasas. La presenilina-1 y la presenilina-2 estan codifica-
das por genes localizados en los cromosomas 14 y 1, respectivamente, y estan
predominantemente presentes en neuronas (PS1y PS2) (Figs. 4,5y 6)
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El papel de la proteina 3-amiloide

Esta generalmente aceptado el concepto de que la deposicidn de la protei-
na B-amiloide es fundamental en la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer. La proteina R-amiloide deriva de un precursor llamado precur-
sor proteina amiloide, que en las neuronas contiene 695 aminoé&cidos. El pre-
cursor de la proteina amiloide es una molécula transmembrana con una por-
cion extracelular larga. Bajo condiciones fisiolégicas, una pequefia cantidad
del precursor de la proteina amiloide experimenta rotura de una larga por-
cion extracelular de la molécula debido a la intervencion de la endoproteasa
o-secretasa. ElI fragmento liberado es soluble y muestra efectos tréficos en
las neuronas en cultivo. En la enfermedad de Alzheimer, el procesamiento
del precursor de la proteina amiloide esta significativamente alterado. El
precursor de la proteina amiloide se rompe por otra endoproteasa, llamada
R-secretasa, la cual actlla a mas distancia en la porcion extracelular que la a-
secretasa. Otra rotura por una tercera endoproteasa, llamada y-secretasa, al
nivel de la supuesta porcion intramembranosa, lleva a la generacién de mo-
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léculas de proteina 3-amiloide de 40 a 42 residuos de aminoécidos. La pro-
teina« 3-amiloide es altamente amiloidogénica y su deposicion desencadena
una cascada de eventos, provocando muerte neuronal y la formacién de
placas neuriticas.

La importancia de factores genéticos en la enfermedad de Alzheimer procede
de datos epidemioldgicos. Una historia familiar de la enfermedad de Alzheimer
ocurre en aproximadamente el 30% de pacientes. Hermanos tienen dos veces
més riesgo que controles de desarrollar la enfermedad durante su vida, y la con-
cordancia de la enfermedad en gemelos monozigéticos es mas alta que en dizi-
géticos. En menos del 10% de los casos, la enfermedad es transmitida como un
riesgo autosémico dominante con elevada penetracion, dependiendo de la
edad. Alrededor de la mitad de formas autosémicas dominantes heredadas en
un temprano comienzo de la enfermedad son identificables por la mutacion del
precursor de la proteina amiloide, presenilina-1 (PS-1), o del gen de la presenili-
na-2 (PS-2). Como hemos dicho, el gen del precursor de la proteina amiloide se
localiza en el cromosoma 21g21.2, y son conocidas al menos siete mutaciones di-
ferentes, missense localizadas a nivel de sitios de rotura es a, B 0 y-secretasa, al-
terando la proteolisis normal del precursor de la proteina amiloide.

El gen PS-1 esta localizado en el cromosoma 14g24.3, y las mutaciones en
este gen son responsables de la mayoria de los casos de enfermedad autoso-
mica dominante. El gen PS-1 codifica una proteina de 467 aminoacidos, que
es una proteina integral de membrana con ocho dominios transmembrana.
La funcién del PS-1 no es enteramente conocida, pero puede estar involucra-
da en el tréfico de proteina de membrana y en la regulaciéon de sefiales de
transduccién intercelular. Mas de 60 mutaciones del gen PS-1 han sido aso-
ciadas con el comienzo familiar temprano de la enfermedad. La mayoria son
mutaciones missense.

El gen PS-2 codifica una proteina con 448 aminoacidos, que comparte el
67% de secuencia homologa con la proteina PS-1. El alto grado de homologia
en la secuencia entre las proteinas PS-1 y PS-2 implica funciones similares y
evidencia indirecta sugiere que pueden actuar como tal o cooperar con y-se-
cretasa en el procesamiento del precursor de la proteina amiloide. Hay gran
consenso en la hipétesis de que las mutaciones missense de proteina de pre-
cursor amiloide, de los genes PS-1y PS-2 pueden compartir un comdn meca-
nismo patogénico, llevando a la acumulacion de la proteina R-amiloide como
un subproducto del metabolismo anormal de su precursor.

El papel fundamental de los genes presenilin en la patogénesis del co-
mienzo temprano de la enfermedad de Alzheimer est4 siendo investigado.
El polimorfismo homozigdtico a nivel del intron 8 del gen PS-1 fue descrito
como indicador del riesgo de un comienzo tardio de la enfermedad. Datos
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experimentales con ratones transgénicos que sobreexpresan mutantes huma-
nos del precursor de proteinas amiloides desarrollan la patologia; con ello,
se demostrd que la inmunizacion con la proteina B-amiloide puede prevenir
formacion de placas neuriticas y que la administracion de anticuerpos de
proteinas anti-B-amiloide reduce la carga de placas neuriticas. Ensayos simi-
lares en humanos se estan llevando a cabo, y ojald se compruebe que la in-
munizacién con la proteina B-amiloide es segura.

Otras hipotesis genéticas

De momento, la informacion genética mas importante en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer con un comienzo tardio viene del andlisis del po-
limorfismo de la apolipoproteina E (ApoE) gen. El gen ApoE se encuentra en
el cromosoma 19q12-q13, contiene tres secuencias codificantes de polimorfis-
mo comunes llamadas €2, €3 y €4 alele. El €4 alele ha sido asociado con un
alto riesgo en la enfermedad de Alzheimer (triple para heterozigotos y ocho
veces para homozigotos) en un comienzo temprano de la enfermedad, mien-
tras que el alele €2 estd asociado con un comienzo tardio. El ApoE €4 no es
necesario ni suficiente para causar la enfermedad. No obstante, el aumento
de riesgo en el desarrollo de la enfermedad proporcionada por ApoE €4 pue-
de ser debido a su alta afinidad por la proteina R-amiloide, comparada con
otros alelos, y a su propensidn para estimular la agregacion o reducir la pér-
dida de la proteina R-amiloide. Otro polimorfismo en la posicion —491 en la
region 5’—, promotora de ApoE, parece estar asociado con un aumento en el
riesgo de la enfermedad. El efecto del polimorfismo —491 parece ser indepen-
diente del ApoE €4 y esté asociado con un aumento en los niveles del ApoE
en plasma. Sin embargo, estos datos necesitan verificacion.

Algunos otros genes polimdrficos han sido asociados con un incremento
en el riesgo de la enfermedad de Alzheimer. Alguno de ellos codifican por
proteina que pueden participar en el procesamiento de la proteina 3-amiloi-
de o en la agregacién en placas neuriticas, a-1-antiquimotripsina es un inhi-
bidor de proteasa y se encuentra en depdsitos amiloides en el cerebro en la
enfermedad. Un polimorfismo en la regién que codifica para el péptido se-
fial del gen a-l-antiquimotripsina se cree de alto riesgo para la enfermedad.
La liberacién de a-1-antiquimotripsina en el cerebro en pacientes puede ser
secundario a reacciones inflamatorias locales y contribuir a aumentar la
agregacion de la proteina 3-amiloide o impedir su degradacion.

Otro inhibidor de proteasas, la a-2-macroglobulina, se detecta en placas
amiloides e interactta con el receptor lipoprotein (LRP) y con un namero de
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otros ligandos, incluyendo la proteina R-amiloide, el precursor de la proteina
amiloide, ApoE vy el colesterol. Tales complejos pueden ser eliminados por
medio de unién a LRP o deposicién en placas amiloides. Un polimorfismo
selectivo cerca del 5’ final del gen a-2-macroglobulina ha sido asociado con
un incremento en el riesgo de la enfermedad, y puede reflejar una elimina-
cion defectuosa del complejo a-2-macroglobulina/proteina/3-amiloide.

LRP es un miembro de la superfamilia de la lipoproteina receptora de baja
densidad, y se cree que contribuye a la liberacion del complejo ApoE-/protei-
na RB-amiloide y del complejo a-2-macroglubulinaZR-amiloide. EI gen LRP
muestra un polimorfismo de repeticion de un tetranucleétido en la region 5’
asociada con un incremento en el riesgo de un comienzo tardio en la aparicion
de la enfermedad. LRP, de hecho, es también un receptor para el colesterol, y
estudios in vitro muestran que una reduccién en los niveles de colesterol por
lovastina y methil-B-ciclodextrina inhibe la produccién de B-amiloide en
neuronas hipocampal cultivadas. Por tanto, statins puede ser un tratamiento
potencial para pacientes con ciertos LRP genotipos.

La lipoproteina de més baja densidad (VLDL) funciona como un receptor
para lipoproteinas que contienen ApoE y, por tanto, hipotetizada como fac-
tor de riesgo para la enfermedad. Hay asociacion y polimorfismo de un tri-
plete repetido del gen del receptor VLDL y la enfermedad de Alzheimer en
japoneses y también en caucasianos.

Otros factores

Una cuestién importante es si hay otros factores, incluyendo la mitocon-
dria, la inflamacion o destruccidén de ciertas proteinas. Asi, se ha propuesto
por investigadores espafioles que el metabolismo mitocondrial puede estar
afectado y que las anormalidades de la mitocondria pueden contribuir al
progreso de la enfermedad. Efectivamente, estos investigadores han demos-
trado en las autopsias de enfermos una disminucion significativa en el DNA
mitocondrial del cértex frontal, que, como es sabido, esta afectado severa-
mente en la enfermedad de Alzheimer. En los tejidos del hipocampo no hay
problemas.

La inflamacion es una caracteristica patoldgica de la enfermedad asociada
con la deposicion de B-proteina, aunque se creia que la respuesta inflamatoria
contribuye a la degeneracidon neuronal, algunos estudios recientes indican
gue ciertos aspectos pueden ser beneficiosos; asi, investigadores han demos-
trado que el aumento de la citoquina TGF-31 disminuye el aumento de la
placa de AR via activaciéon de la microglia. Esta contribuye al proceso de
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neurodegeneracion via la elaboracion de citoquinas tales como la interleu-
quina-1i, IL-6, el factor de necrosis tumoral-a y otros factors neurotdxicos.
No obstante, recientes estudios indican que la microglia activada sirve para
limpiar depdsitos de AR, lo que se ha demostrado con vacunas en animales
experimentales. Es decir, es un area que puede ser de gran interés (Fig. 7).

Figura 7
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La activacién de la microglia puede tener tantos efectos deletéreos como beneficiosos. El beta
amiloide fibrilar puede estimular a la microglia para que libere citoquinas, las cuales contribu-
yen a la neurodegeneracion. Sin embargo, la activacién de la microglia por la vacuna Bamiloide
0 port TGF-beta 1, puede ser neuroprtector al promover el aclaramiento del beta amiloide. Si es-
tos tratamientos también tienen como resultado la liberacion de citoquinas neurotoxicas, es algo
que permanece sin ser determinado.

En este sentido, se ha indicado una reduccién de la gliceraldehido-3-fosfa-
to dehidrogenasa no sé6lo en la enfermedad de Alzheimer, sino también,
como hemos dicho, en la de Huntington. La gliceraldehido-3-fosfato dehidro-
genasa, que es muy abundante en algunas especies, por ejemplo en la levadu-
ra, si no recuerdo mal, llega a formar el 20% de la proteina y tiene muchas
funciones, tales como el transporte de la membrana, unién de los microtibu-
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los, actividad fosfotransferasa y reparacion del ADN. Hace mucho tiempo ya
demostramos que este enzima esta sometido y regulada su degradacion a tra-
vés de la interaccion con sustratos a los que nos hemos referido antes.

En realidad, la respuesta celular al estrés oxidativo parece ser que contri-
buye a la variada citopatologia del Alzheimer, y se ha sugerido que la c-Jun
N-terminal quinasa juega un papel importante en las neuronas susceptibles
gue se encuentran en el dilema de proliferar o morir, y se ha demostrado
gue estos componentes estan relacionados con la patologia neurofibrilar. En
este sentido, ciertas concentraciones de amonio afectan a la proteina 1 y tam-
bién a otros componentes.

Finalmente, la epidemiologia de la enfermedad es muy compleja, ya que,
en primer lugar, la genética de la enfermedad lo es. Como ya hemos dicho,
hay tres genes que se han identificado en la relativamente rara forma fami-
liar de inicio temprano; es decir, los genes de la proteina amiloide (APP),
preselinin-1 y preselinina-2. En la forma méas comun de aparicion tardia de
la enfermedad, el mayor gen involucrado es el €4 de la apolipoproteina E
gen, que es un factor de riesgo y no necesariamente suficiente para el desa-
rrollo de la enfermedad. Ello significa que hay multiples combinaciones de
factores de riesgo.

La segunda dificultad reside en que las técnicas epidemioldgicas que se
requieren para este estudio son muy complejas. Otra dificultad reside en
las multiples formas de seleccion de datos y su andlisis debido al envejeci-
miento.

En resumen, la enfermedad de Alzheimer es el mas comun de los proble-
mas neurodegenerativos relacionados con el envejecimiento, responsable de
aproximadamente 2/3 de la demencia senil. Los estudios epidemioldgicos
sugieren una compleja etiologia, en tanto que los factores genéticos y los de
medio ambiente influencian la patogénesis.

Nota afiadida

Después de completar este articulo ha aparecido un trabajo (8) que sugie-
re que la enzima de degradacion de la insulina es responsable de la elimina-
cion de proteinas con potencial amiloidogénico.

Por ultimo, a finales de mayo de 2001 tuvo lugar, en la sede de la Univer-
sidad Menéndez y Pelayo en Valencia, un curso titulado “Actuacion en en-
fermedades neurodegenerativas: de las bases moleculares y genéticas al tra-
tamiento”, organizado por J.S. Grisolia y J.S. Mora Pardina. El resumen de
los cursos, en que participaron, como ya indiqué al principio, varios de los
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ponentes de éste, recoge informacion adicional que puede interesar al lector.

Finalmente, confirmacién de las sugerencias (1, 2) de que la elastoplastici-
dad y turnover de proteinas tuviese que ver con las sinapsis y memoria ha
aparecido recientemente, ya que se ha propuesto que la ubiquitina regula el
crecimiento sinaptico y su funcion (9).
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ADENDUM
Plasticidad enzimatica y recambio de proteinas

Investigaciones pioneras de hace mas de 30 afios demostraron inactiva-
cion de proteinas y también proteccién inducida por sustratos y cofactores.
Una plétora de recientes publicaciones inciden en la relacidon entre cambio
conformacional inducido y actividad y estabilidad enzimética. Algunos as-
pectos de la teoria de la elastoplasticidad estan indicados en la Fig. 1, la cual
resalta el hecho frecuentemente soslayado de que las enzimas son elésticas y
deben volver a su conformacién original tras cada ciclo catalitico; de otro
modo, la enzima en su conformidad final, tras la liberacién de productos, no
podria reaccionar con otra molécula de sustrato.

Respuestas conformacionales a sustratos y cofactores pueden ocurrir,
en diferentes circunstancias, de forma rapida o lenta. Se ha demostrado
gue la estabilidad conformacional de las proteinas en sus formas globula-
res es s6lo marginalmente mayor, por unas 5-15 Kcal/mol, que en sus for-
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mas extendidas. Alteraciones como la sustitucion de un solo aminoacido
en la secuencia primaria pueden aumentar o disminuir la estabilidad en
muchas Kcal/mol, pero la direccion del cambio no puede ser predecida fa-
cilmente. Los efectores que producen modificacion covalente, tales como
ATP, acetil-coA, etc., son llamados reactivos quimotropicos y estan presen-
tes a concentraciones mM.

Como ya se ha indicado, las modificaciones de las proteinas pueden cam-
biar enormemente sus propiedades.

Los sistemas de control biolégico son llevados a cabo fundamentalmente
por tres fendbmenos ambientales basicos: a) cambios alostéricos en la confor-
macion proteica, b) modificaciones covalentes de las proteinas, y ¢) cambios
inducidos por el sustrato en la estabilidad proteica.

Plasticidad neuronal

Al nacimiento, el cerebro contiene un nimero de conexiones “preinstala-
das” genéticamente determinadas. Solo una fraccidon de todas las jovenes
neuritas sobrevive y se transforma en vias establecidas. La informacion que
empuja a algunas neuronas a desarrollar conexiones sélo con ciertas otras
neuronas puede estar codificada en la estructura de moléculas de membrana
especificas, presumiblemente proteinas. Se piensa que muchas conexiones si-
népticas no estan pretrazadas, sino que se producen como consecuencia de
estimulos ambientales.

El término plasticidad se usa en el lenguaje corriente para implicar una es-
tructura mas suave o mas flexible, y posiblemente fue usada inicialmente
con este significado por Cajal para diferenciar entre estructuras més rigidas
y aquellas que parecian més plegables en respuestas a condiciones ambienta-
les. Aunque el uso fisico y quimico del término plasticidad refleja un menor
grado de libertad —un polietileno plastico tiene un menor grado de libertad
gue las moléculas de etileno de las que esta hecho-, es aparentemente impo-
sible y quizas inconsecuente mantener en “la era del plastico” definiciones
del diccionario para uso cotidiano.

Las condiciones ambientales influencian fendmenos tan aparentemente in-
conexos como la sustitucién o el reemplazo de nuevas conexiones sinapticas,
aprendizaje, habituacion y recuperacién tras lesiones cerebrales. El término
plasticidad ha adquirido en fisiologia una connotacion primaria funcional y
ha perdido su identificacién espacial y morfoldgica.
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Usos y significado de pléastico y/o plasticidad

Uso

Significado

1.

General, no cientifico

Flexible, plegable.

2.

Estado s6lido fisico

Inhabilidad para recobrar la antigua forma después de
que la deformidad por el estrés ha cesado.

3. Fluido fisico Resistencia no newtoniana a fluidos para disminuir el
estrés antes de que el fluido empiece a fluir.

4. Quimica Un grado més pequefio de libertad.

5. Fisiologia y Farmacologia Adaptabilidad, habilidad para ser modificado o cambia-

do como resultado de una experiencia 0 como conse-
cuencia de la pérdida de alguna de sus partes.

. Bioquimica

Cambio de macromoléculas nativas inducido por condi-
ciones ambientales con incremento y/o disminucion en
la estabilidad a agentes bioldgicos y fisicos.

Comunmente, no se ha tenido en cuenta que la gran capacidad para la
flexibilidad y/o maleabilidad de las proteinas puede ser tratada con las he-
rramientas de mecénica cuantica y que el input de energia necesaria para
mantener un organismo vivo refleja la continua necesidad de controlar o dis-
minuir su tendencia a incrementar la entropia y, por tanto, de una forma lo-
garitmica, su degeneracidon. Proponemos, por lo tanto, que el signo Q sea
usado para plasticidad bioquimica, porque es obvia la antitética relacion
para el signo comUnmente usado para degeneracion.



