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la enfermedad de Alzheime

4. La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la demencia mas comun en la poblacién anciana,
siendo el primer sintoma clasico la pérdida de la memoria reciente. La primera
descripcion de la enfermedad data de principios de siglo, pero no ha sido hasta hace
apenas 30 afios cuando la enfermedad se ha relacionado con la mayoria de casos de
demencia que sufren personas de edad avanzada.

4.1. Historia

Cuando Alois Alzheimer publicé sus hallazgos sobre el caso de Auguste D., ya estaba definiendo en
su estudio las caracteristicas clinicas y anatomopatologicas de la enfermedad que llevaria su
nombre (Alzheimer 1907). En ese estudio describia en la paciente lo que él denominé “degeneracion
neurofibrilar”. El nombre de enfermedad de Alzheimer (EA) fue acunado por Kraepelin, maestro de
Alois, en su Manual de Psiquiatria en 1910. El hecho de ser descrita en una persona de edad no
excesivamente avanzada contribuyé a calificar la enfermedad como un desorden degenerativo

presenil.

Alzheimer publico su estudio en 1907 en un trabajo de un par de paginas. En realidad, se trata del
resumen de una breve comunicacion al XXXVII Congreso de Psiquiatras del Sudoeste aleman del afno
anterior. Alzheimer fue tan conciso porque, probablemente, su intencidon no era ni siquiera la de
comunicar un caso clinicopatoldgico completo, ni mucho menos la de describir una nueva
enfermedad, sino solo la de presentar el hallazgo de unas alteraciones neuronales que no habia
visto previamente. Por otra parte, parece ser que los asistentes al congreso, claramente orientados
ya hacia el naciente psicoanalisis, prestaron poco interés al trabajo de Alzheimer. El caso clinico
era el de una mujer de 51 anos que comenzo a sufrir un delirio de celos contra su marido, seguido
de una pérdida de memoria y de un rapido declive cognitivo, desorientacion, actividades sin sentido
llevando las cosas de un lado a otro o escondiéndolas, agresividad, delirio de persecucion, llanto y
alteraciones del suefo, que falleci6 en estado de total invalidez tras cuatro afos y medio de
evolucion. Las anomalias neuronales motivo de la comunicacion las describio el propio Alzheimer de
la siguiente manera: “En el interior de una célula, que parece normal, una o varias fibrillas

destacan mas nitidamente por su especial grosor e impregnabilidad...”

La EA fue considerada durante muchas décadas una anomalia rara de escasa presencia en la
poblacion. Este concepto sobre la EA se mantuvo durante casi 70 afos. Al cabo de ese de tiempo se
observo que la demencia que afectaba a la mayoria de personas de edad avanzada con declive
cognitivo global era equivalente clinica y patologicamente a la descrita por Alois Alzheimer. Asi lo
que durante muchos afos se consideré una anomalia poco frecuente paso a ser un problema notable

para la salud publica.
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4.2. Aspectos generales de la EA

La EA es la enfermedad neurodegenerativa mas comin ya que es responsable de
aproximadamente dos de cada tres casos de demencia (esta cifra puede variar, segun diferentes

estudios representa entre el 42 y el 81% de todas las demencias) (Nussbaum et al. 2003).

Los primeros sintomas de la enfermedad estan asociados a episodios de pérdida de memoria y
dificultad con el lenguaje, seguido de disfunciones visuales, espaciales y de comportamiento. La EA
se caracteriza clinicamente por la alteracion progresiva e irreversible de las funciones cognitivas, y
anatomopatologicamente por la pérdida neuronal y la presencia de placas seniles extracelulares y
ovillos neurofibrilares. En la figura 1 se puede observar como estas modificaciones afectan al
cerebro de un paciente con EA. La enfermedad puede desarrollarse a lo largo de décadas de vida.
La mortalidad en la EA es una consecuencia indirecta, debida principalmente a las secuelas
negativas derivadas de la pérdida de autonomia, siendo la desnutricion y la aparicion de infecciones

los sucesos mas perjudiciales.

FIGURA 1. CEREBRO AFECTADO DE EA.
Imagen computerizada de la seccion
vertical del cerebro de un paciente con
Alzheimer (izquierda) y de un cerebro
normal (derecha). El cerebro de un enfermo
de Alzheimer esta contraido debido a la
pérdida neuronal. Ademas de la reduccion
en el volumen cerebral, la superficie del
cerebro a menudo se  encuentra
extremadamente plegada.

El diagnédstico in vivo de la EA se basa en examenes neurologicos, pruebas neuro-fisioldgicas y
toma de imagenes del cerebro (“brain imaging”). El grado de fiabilidad de este diagndstico no es
absoluto ya que Unicamente la deteccion post-mortem de las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares permiten el diagnodstico definitivo y la exclusion de otros tipos de demencia
(Espinosa et al. 1991; Chui et al. 1993; Bacskai et al. 2002).

La prevalencia de la enfermedad es dificil de determinar de forma definitiva porque la medida
depende de varios factores: el criterio de diagndstico usado, la edad de la poblacion superviviente e
incluso factores geograficos y étnicos pueden interferir (Hy et al. 2000; Hendrie et al. 2001). Si se
excluyen personas con demencia clinicamente cuestionable, la EA tiene una prevalencia aproximada
del 1% de las personas entre 65 y 69 afnos. Este porcentaje aumenta con la edad llegando a alcanzar
el 40-50% entre personas de 95 afos o mas (Hy et al. 2000). En la figura 2 se muestra la prevalencia

por sexos.
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FIGURA 2. PREVALENCIA DE LA EA.
La prevalencia de la enfermedad aumenta con la
edad (Nussbaum et al. 2003).

4.3. EA familiar y EA esporadica

Clasicamente se distinguen dos tipos de EA segin la edad de inicio. Cuando la enfermedad
aparece antes de los 65 anos de edad se denomina EA de inicio temprano o precoz (“presenil”),
mientras que la forma de EA de inicio tardio (“senil”) se da en pacientes mayores de 65 afos.
Ademas de iniciarse antes, en la forma de inicio precoz se produce un deterioro cognitivo acelerado

en comparacion a la de inicio mas tardio.

Existen casos de EA presenil que presentan herencia autosomica dominante. A esta forma de EA se
le denomina EA familiar (EAF). Estudios en familias con al menos 3 pacientes en 3 generaciones
diferentes han evidenciado un patron de herencia autosémica dominante. Se han identificado tres
genes con una penetrancia cercana al 100% cuyas mutaciones causan la EAF. Estos genes codifican
para la proteina precursora amiloide (PPA), la presenilina 1 (PSEN1) y la presenilina 2 (PSEN2). De
todas maneras los casos de EA que se transmiten con una herencia mendeliana representan sélo el
5% del total de casos de EA (Shastry et al. 1999). Por tanto son casos raros, pero su importancia en
el estudio de la enfermedad es mucho mayor que su frecuencia. Gracias a estudios con familias
afectadas de EAF ha sido posible identificar algunos de los mecanismos patogénicos criticos de la
enfermedad. La descripcion de Alois Alzheimer correspondia a un caso de EA presenil. Debe
mencionarse que la clasificacion de la EA en demencia presenil (inicio temprano) y senil (inicio
tardio) no es equivalente a EAF (heredada) y EA no familiar puesto que existen casos de EA pre-senil
en los que no se ha descrito mutaciones en esos tres genes y no presentan historial familiar. La

figura 3 pretende reflejar la clasificacion de los tipos de EA que existen.

La mayoria de casos de EA son no familiares de inicio tardio que se presentan de forma
esporadica. Este tipo de EA esporadica (EAE) muestra una etiologia compleja debida a factores

ambientales y genéticos que individualmente serian insuficientes para desarrollar la enfermedad. El
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FIGURA3. TIPOS DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
La EA se clasifica en senil o presenil segin la edad de inicio. Los genes descritos
han permitido la caracterizacion de la EA familiar (EAF). Esquema modificado a
partir del de (St George-Hyslop 2000).

gen de la apolipoproteina E (APOE) ha sido identificado como el mayor factor de riesgo para estas
formas complejas de EA aunque solo el 50% de los casos no familiares de EA son portadores del alelo
€4, la variante genética que predispone a

padecer la EA.

No existen rasgos clinicos o patoldgicos que
distingan la EAF de la EAE, exceptuando la edad
de inicio. Esta falta de rasgos distintivos indica
que la influencia de diferentes factores ocasiona
un proceso patogénico similar.

4.4. Placas seniles y ovillos
neurofibrilares

En la figura 4 se pueden observar las dos

i

caracteristicas patologicas fundamentales del

cerebro de un paciente con EA: las placas FIGURA 4. PLACAS AMILOIDES Y
OVILLOS NEUROFIBRILARES.

seniles y los ovillos neurofibrilares. Estas dos Histopatologia de la EA: placas seniles
agregaciones proteicas permiten el diagndstico (flechas grandes) y ovillos neurofibrilares

o ) (flechas pequefas) del cortex frontal de
sintomas clinicos in vivo pueden ser también (Behl 1999).

observados en otras enfermedades neuroldgicas.
El papel de placas y ovillos en la etiologia de la EA no esta totalmente aclarado, pero juntos
constituyen los marcadores clasicos de la enfermedad. Las placas y los ovillos se hallan

predominantemente en los l6bulos temporal y frontal, incluyendo el hipocampo (estructura cerebral
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implicada en la memoria y la orientacion visual y espacial). En casos muy avanzados de EA estas
modificaciones se extienden a otras regiones del cortex, incluyéndose entonces los lobulos parietal
y occipital. La neurodegeneracion y pérdida sinaptica caracteristicas de la EA se observan

principalmente en las regiones que contienen gran cantidad de placas y ovillos (Ray et al. 1998).

4.4.1. Las placas seniles

Las placas seniles son depdsitos extracelulares insolubles formados por la agregacion del llamado
péptido B-amiloide (AB). Las placas seniles pueden ser clasicas o difusas; las difusas son agregados
amorfos de péptido AB que no se encuentran asociados con neuronas distroficas o neuritas
anormales. Las placas neuriticas clasicas contienen densos agregados fibrilares de péptido AB y
generalmente estan asociados a degeneracion y pérdida de células neuronales. También se ha
indicado que estos dos tipos de placas reflejan el estadio de la enfermedad: las placas difusas se
encuentran en estados iniciales de la enfermedad vy las clasicas son placas “maduras”, consecuencia

del avance de la enfermedad (Behl 1999).

El péptido AB es una combinacion heterogénea de péptidos que van de 39 a 43 aminoacidos de

tamafio, siendo los de 42 y 43 aminoacidos las especies primarias del péptido amiloide depositado
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FIGURA 5. PROCESAMIENTO DE LA PROTEINA PRECURSORA
AMILOIDE.

La PPA se procesa consecutivamente mediante la B-secretasa y
después la y-secretasa para producir PPA soluble y el péptido amiloide
AB42. Este péptido puede agregarse y formar las placas extracelulares
caracteristicas de la EA.

AB,,

—>

Citoplasma
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en las placas seniles. El péptido AB deriva del procesamiento de la PPA llevado a cabo por una serie
de proteasas, las secretasas -a, -8 y -y (Hutton et al. 1998b). La secretasa-y parece ser la
responsable del origen de un péptido AB especifico, el AB4, (figura 5). Este péptido de 42
aminoacidos de tamano tiene gran importancia patogénica, puesto que puede formar agregados
fibrilares toxicos insolubles. La acumulacion de este péptido se ha observado en placas seniles
aisladas a partir de muestras de cerebro de pacientes con EA (lwatsubo et al. 1994; Esler et al.
2001).

Como el péptido AB soluble se agrega espontaneamente en fibrillas que son indistinguibles de las
que se encuentran in vivo en pacientes con EA, se ha considerado que las placas pueden ser el
resultado de la presencia de cantidades elevadas de péptido AB (Lendon et al. 1997; Selkoe 2002).
Esta hipotesis esta sustentada con el estudio de ratones transgénicos que sobre-expresan PPA
mutante. En estos ratones se hallé una concentracion de péptido AB muy elevada y la presencia de
grandes depdsitos en las mismas regiones que en humanos con EA (Lendon et al. 1997). Estos
ratones también demostraban que los depdsitos de péptido AB no dependen sélo de la
concentracion de péptido AB, ya que animales con una concentracion alta de péptido AB en algunas
regiones cerebrales no desarrollaban placas, por lo tanto debe haber otros factores que intervengan

en la aparicion de los depdsitos amiloides caracteristicos de las placas seniles.

La agregacion del péptido AB es considerada por muchos autores la principal causa de la
patogénesis de la EA. El papel del péptido AB parece ser fundamental en la EA y es objeto de las
principales hipotesis que explicarian el desarrollo de la EA. Al menos en la EAF su contribucion
parece decisiva ya que los genes descritos se encuentran implicados en los mecanismos de
produccion del péptido AB. No obstante, el mecanismo por el cual el péptido AB causaria la
neurodegeneracion esta en discusion (Abramov et al. 2004). En la figura 6 se muestra la hipdtesis
de la cascada amiloide que explicaria el proceso de neurodegeneracion a partir de la acumulacion
del péptido AB. Por otro lado la controversia sobre si las placas y ovillos son causa o efecto ha
propiciado diversas teorias, como la que propone que la acumulacion de péptido AB en la EAE seria
una respuesta protectora al dafo oxidativo originado por una disfuncion mitocondrial (Smith et al.

2002). Esta hipotesis se comenta en otros apartados de esta memoria con mayor detalle.

La relacion entre depositos y concentracion de péptido AB en la EAE es mas confusa. Si los
aumentos cronicos del péptido contribuyen a la mayoria de casos de EA, entonces seria esperable
que el fluido cerebro-espinal (CSF) de pacientes con EAE contuviese elevadas cantidades del
péptido. Existen estudios que muestran en pacientes con EAE que la cantidad de péptido AB no
aumenta ni disminuye en comparacion con controles (Tamaoka et al. 1996). También existen
estudios que demuestran que solo alrededor del 12% de los pacientes con EAE presentan cantidades
elevadas de péptido AB en plasma (Ray et al. 1998). La interpretacion de estos resultados esta
limitada por la falta de datos sobre los cambios en la cantidad del péptido AB durante el desarrollo
de la enfermedad. Es plausible que la cantidad de péptido AB soluble disminuya después de alcanzar
una concentracion critica en la que el péptido AB precipitaria y formaria los depdsitos. Si esto

ocurriera asi se encontrarian cantidades de péptido AB elevadas previas a la presentacion clinica
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que no podrian ser detectadas en estos estudios. Para mejorar los conocimientos sobre la dinamica
del péptido AB seria necesario realizar estudios longitudinales en los que se midiese la cantidad de

péptido AB soluble y se correlacionase con el riesgo de padecer demencia tardia.

Mutaciones en los genes PPA, PSEN1 o PSEN2

!

Aumento en la produccién y acumulacion péptido AB,,

l

Oligomerizacion del péptido AB42 y deposicion en placas difusas

l

Efectos sutiles de los depésitos en las sinapsis

l

Activacion microglial y astrocitica
(factores del complemento, citoquinas, etc)

l

Lesiones sinapticas y neuriticas progresivas

Homeostasis idénica neuronal alterada;
dafio oxidativo

l

Actividades kinasa/fosfatasa alteradas— Ovillos

l

Amplia disfuncion neuronal/neuritica y muerte celular

Demencia-EA

FIGURA 6. LA CASCADA AMILOIDE.

La hipdtesis de la cascada amiloide explica el desarrollo de la
EA a partir de la acumulacion del péptido amiloide. Basado en
(Hardy et al. 2002).

4.4.2. Los ovillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares son depdsitos intracelulares compuestos principalmente por la proteina
microtubular tau (Strittmatter et al. 1996). Los ovillos se forman debido a la hiperfosforilacion de

tau mediante mecanismos que provocan la disociacion de tau de los microtUbulos y la formacion
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espontanea de filamentos insolubles. Los mecanismos que desencadenan el inicio de este proceso no

estan completamente identificados. Se han podido inducir marcadores antigénicos de
hiperfosforilacion de tau y depositos limitados de tau en neuronas in vitro mediante tres vias
diferentes: aumento de la concentracion intracelular de calcio, reduccion de la energia disponible,
y aumento de la concentracion de glutamato. Para los autores esto indica que los ovillos aparecen
secundariamente al estrés neuronal (Mattson 1994). Los filamentos anémalos que se producen
contribuyen a la formacién de inclusiones en los cuerpos celulares (ovillos) y conllevan profundos

cambios en el citoesqueleto de las células afectadas.

La patofisiologia de la enfermedad es compleja, sobretodo en su forma esporadica, y muy
probablemente implica diferentes vias de dafo neuronal que se solapan. La prueba de que este
hecho puede ser asi es que ademas de las placas y ovillos el cerebro de un paciente con EA muestra
otra serie de alteraciones en mayor o menor medida: pérdida sinaptica, gliosis, activacion de

microglia, sefales de inflamacion y dafio oxidativo (Masliah et al. 2000).

4.5. Genes implicados en la EA

De entre todos los factores genéticos que han sido relacionados con la EA (tabla 1) sélo unos
pocos se consideran causantes de la enfermedad y han sido identificados gracias al estudio de casos

de EAF. En la EAE, que representa a la mayoria de casos de EA, los factores genéticos que se han

TABLA 1. GENES IMPLICADOS EN LA EA

N Localizacion - Familiar y/o Implicacion en la
ombre P Inicio s

cromosomica esporadica EA
PPA 21921.3-q22.05 Precoz F Confirmado
PSEN1 14q24.3 Precoz F Confirmado
PSEN2 1q31-q42 Precoz F Confirmado
APOE 19q32.2 Tardio EyF Confirmado
am 12p Tardio E Incierto
LRP 12 Tardio E Incierto
LBP-1c/CP2/LSF 12 Tardio E Incierto
ACE 17923 Tardio E Incierto
VLDL-R 9pter-p23 Tardio E Incierto
BChE 3926.1-q26.2 Tardio E Incierto
ACT 14q32.1 Tardio E Incierto
IDE 10g23-g25 Tardio/precoz EyYF(?) Incierto
Tf C2 3q21 Tardio E Incierto
cat D 11p15.5 Tardio/precoz EyF Incierto
BH 17q11.2-q11.2 Tardio/precoz E Incierto
TGF-81 19q13.1-q13.3 Tardio E Incierto
5-HTT 17q11.1-q12 Tardio E Incierto
promotor APOE 19q32.2 Tardio/precoz E Incierto
NOS3 7935 Tardio E Incierto
CST3 20p11.2 Tardio E Incierto
promotor PSEN1 14q24 Precoz EyF Incierto

En negrita se encuentran los genes implicados en la EA de inicio presenil, el resto son genes
de susceptibilidad (Rocchi et al. 2003).
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identificado son meros factores de susceptibilidad que aumentan el riesgo de padecer la

enfermedad respecto a poblacion general.

Probablemente estos factores de predisposicion interaccionan con otros factores ambientales o
intervienen en determinadas situaciones patologicas o fisioldgicas para ocasionar un efecto
patogénico. Asimismo la interaccidon entre ellos puede facilitar la induccion de la enfermedad
mediante un efecto sinérgico. Tanto los genes causantes de la enfermedad como los de
susceptibilidad referidos en la tabla 1 estan en su mayoria relacionados con el procesamiento de la
PPA y/o con la degradacion y eliminaciéon del péptido AB. El mecanismo de accion de los genes

asociados a la EA se puede observar en la figura 7.

EA FAMILIAR EA NO FAMILIARES

Il iy

Mecanismos eliminacion péptido AB

Mutaciones en los genes PPA, defectuosos (APOE 4, degradacién péptido
PSEN1 o PSEN2 AB incorrecta, etc)
Produccién mayor de péptido AB Aumento gradual en la cantidad de
durante la vida (estrés oxidativo) péptido AB y estrés oxidativo con la edad

a a

Acumulacion y agregacion del péptido AB

I

CASCADA AMILOIDE

PERDIDA CELULAS NEURONALES

FIGURA 7. MECANISMOS DE ACCION DE PPA, PSEN Y APOE.

Secuencia hipotética que enlaza los mecanismos de accion de los genes PPA,
PSEN y APOE con la produccion del péptido AB en la EAF y en la EA no familiar.
Esquema modificado a partir de (Selkoe 2002).

4.5.1. PPA, PSEN1y PSEN2

Los genes mas estudiados en la EA son los 3 genes causantes de la EAF (PPA, PSENT y PSEN2) y el
gen de susceptibilidad APOE. Mutaciones en estos tres genes provocan la aparicion de la forma de
EA presenil. Mediante estudios de asociacion y secuenciacion del DNA se han identificado las
mutaciones responsables de esta forma de EA autosémica dominante.

El gen PPA esta situado en el cromosoma 21, mientras que PSENT se encuentra en el cromosoma
14 y PSEN2 en el 1. Se estima que las mutaciones en PPA representan hasta el 5% de casos de EAF,
mientras que mutaciones en los dos genes de presenilinas se estima que explicarian un 80% de los

casos. Son mas comunes las mutaciones en PSEN1 que en PSEN2. Estos porcentajes varian en funcion
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del estudio consultado, por ejemplo en un estudio realizado en Francia (Campion et al. 1999) se
determino una prevalencia de la EAF de 41/100.000. El 16% de las familias con EAF tenian
mutaciones en PPA, el 50% de las familias presentaban mutaciones en PSEN1, no se detectaron
mutaciones en PSEN2. En el 30% de familias restantes no se pudo identificar un gen responsable.
Existen al menos dos bases de datos en internet que recopilan las mutaciones descritas en estos

genes (http://molgen-www.uia.ac.be/ADMutations y http://www.alzforum.org).

En general, el efecto que tienen las mutaciones halladas en estos 3 genes esta relacionado con un
aumento en la produccion de péptido AB, como consecuencia de modificaciones en la via de
procesamiento de la PPA mostrada en la figura 5, al cambiar los lugares de procesamiento y
favorecer la accion de la secretasa-y. Esto haria aumentar la produccion del péptido AB4, en

detrimento del péptido AB4 no patogénico.

4.5.1.1. La proteina precursora amiloide

El gen PPA consta de 18 exones y produce al menos 8 isoformas de la proteina mediante “splicing”
alternativo. Las isoformas de PPA mas frecuentes en las neuronas proceden de RNA que contienen el
exon 15 y poseen mayor capacidad para originar un metabolismo amiloide como el que se muestra
en la figura 5 que las formas no expresadas en la neurona. La isoforma mas grande es un
polipéptido transmembrana de 770 aminoacidos, con un segmento extracelular N-terminal largo y
una cola C-terminal pequefa. Existen al menos dos lugares de protedlisis de la PPA en todas las
células. Uno de ellos involucra la accion de la secretasa- a asociada a membrana, la cual corta la
PPA por el dominio AB y la parte N-terminal extracelular de la PPA es secretada en forma soluble.
Esta via no origina placas amiloides ya que el corte de PPA mediante la secretasa-a impide la
formacion del péptido AB,,. La otra via de procesamiento se da en el compartimento endosomal-
lisosomal e involucra a la secretasa- B, la cual corta entre los residuos 671 y 672 de la PPA y
produce la liberacion de la parte N-terminal del péptido AB. Ademas la PPA puede ser procesada en
un tercer lugar de corte por accion de secretasa- y cerca del residuo 712, proporcionando la parte
C-terminal del péptido AB. La combinacion de las actividades secretasa -B y -y provoca la liberacion
del péptido AB4. El lugar de corte de la secretasa-y es de una importancia critica puesto que
pueden generarse péptidos de diferentes tamanos: el de 40 aminoacidos es el péptido mas comun
producido por el sistema endosomal-lisosomal gracias al corte entre los residuos 712-713, este
péptido no tiene caracter amiloidogénico. Los péptidos AB de 42 o 43 aminoacidos (AB4,, AB,3) son
generados mediante el corte en residuos posteriores al 714 y tienen mayores propiedades

fibrilogénicas y neurotoxicas.

La funcion de la PPA esta poco caracterizada. Estudios in vitro indican que la secrecion de PPA
puede actuar como sefal autocrina para estimular la proliferacion y adhesion celular y apoyar el
crecimiento nervioso en células PC12 (Saitoh et al. 1989; Milward et al. 1992; Villa et al. 2001). En
otros estudios se ha sefalado un posible papel en la transduccion de sefales (Nishimoto et al. 1993)

0, en asociacion con otras proteinas, en la regulacion de la transcripcion (Cao et al. 2001).
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Desde la descripcion por parte de Goate y colaboradores de la primera mutacion en el gen PPA
(Goate et al. 1991) han ido apareciendo numerosos trabajos describiendo nuevas mutaciones,
incluso una de ellas fue hallada en un paciente con EAE, la cual representa la Unica mutacion en
PPA implicada en EAE (Peacock et al. 1994). Todavia no se conoce con precision el mecanismo de
accion de las mutaciones en el gen PPA para provocar la EA. Algunas de las mutaciones deben ser
responsables de la alteracion del metabolismo de la PPA, ya que se encuentran muy proximas a las
secuencias del péptido AB flanqueadas por los lugares de corte de las secretasas (Suzuki et al. 1994;
De Jonghe et al. 2001; Nilsberth et al. 2001).

4.5.1.2. Presenilinas

Los genes PSEN1 y PSEN2 codifican dos proteinas transmembrana de elevada homologia (67% de
identidad) llamadas presenilina 1 (PSEN1) y 2 (PSEN2) de 467 y 468 aminoacidos respectivamente.
Las PSEN muestran un grado de conservacion entre especies muy grande. Cada gen consta de un
total de 13 exones, 10 de los cuales (exones 3-12) comprenden la secuencia codificadora, mientras
que los exones restantes codifican regiones no traducidas (Clark et al. 1996; Prihar et al. 1996).
Hasta la fecha se han identificado mas de 130 mutaciones diferentes en el gen PSEN1, mientras que
en PSEN2 sélo se han identificado nueve mutaciones de pérdida de sentido (Bertoli-Avella et al.
2004).

La estructura de las PSEN contiene 8 dominios transmembrana y una region intracelular hidrofilica
en forma de lazo; en condiciones fisioldgicas cada PSEN forma un complejo multiproteico con otras
proteinas. Su localizacion principal es el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi y la
membrana nuclear (Kovacs et al. 1996). Las PSEN sufren proteodlisis fisioldgica que genera
fragmentos N- y C-terminales estables. En cerebro de mamiferos las PSEN se encuentran
principalmente como fragmentos procesados, si bien el significado de este suceso en la funcion de
las PSEN es incierto. Algunas hipotesis sobre la funcion de las PSEN basadas en modelos animales
sefalan una implicacion en el desarrollo morfogénico (Shen et al. 1997). También ayudarian al
procesamiento proteolitico de proteinas especificas: hay muchas evidencias que indican que PSEN1
posee actividad y-secretasa o al menos es cofactor de secretasa- y, enzima implicado en la
protedlisis de PPA y Notch (Haass et al. 1999; Berezovska et al. 2000; Amtul et al. 2002). Otros
estudios proponen un papel importante de las PSEN en la regulacion de la muerte celular
programada, en concreto se ha observado que el fragmento C-terminal de PSEN2 puede inhibir la

apoptosis (Walter et al. 1999).

El mecanismo molecular por el cual una proteina mutada PSEN1 ejerceria su efecto patogénico no
estda completamente dilucidado. En lineas celulares transfectadas con PSEN7T mutado se ha
detectado grandes cantidades de péptidos AB (Citron et al. 1997). Experimentos in vivo indican que
las proteinas PSEN1 mutadas influyen en el procesamiento mediado por secretasa- y de PPA en el
extremo C-terminal, favoreciendo el depdsito de péptido AB (Borchelt et al. 1996; Wolfe et al.

1999). Otros estudios demuestran que PSEN1 mutadas provocan el aumento de cantidad de péptido
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AB4, de elevado poder fibrilogénico en el reticulo endoplasmatico y en compartimentos del aparato
de Golgi (Sudoh et al. 1998).

Una de las mutaciones descritas en el intron 8 de PSENT se ha encontrado en cuatro familias
asociada a la aparicion de una forma de EA de caracteristicas neuropatoldgicas peculiares. En estos
casos las placas seniles analizadas aparecian como difusas y morfologicamente diferentes a aquellas
observadas normalmente en un cerebro con EA (Crook et al. 1998). Estas placas no mostraban
depositos fibrilares amiloides en su nucleo y no se encontraban asociadas a neuritas distroficas
circundantes ni a reacciones inflamatorias. Estos hechos sugieren que el depdsito del péptido AB no
seria el suceso clave en la patogénesis de la EA. No obstante, el efecto neurotoxico de AB4, ocurriria
previamente a su agregacion extracelular, probablemente al afectar a la homeostasis del calcio, o
aumentando la produccion de radicales libres, o alterando alguna via de sefalizacion intracelular
(Hardy 1997). Estos procesos son completamente ajenos a la formacion de placas y podrian
contribuir a explicar la ausencia de correlacion entre neuropatologia de la EA y distribucion de

placas amiloides observada en muchos casos.

Otro aspecto interesante es la relacion de las PSEN y de la PPA con las caspasas (proteasas
aspartil-cisteina capaces de procesar PSEN y PPA). Parece ser que mutaciones en PSENT y PSEN2
facilitan el procesamiento mediante caspasas. Este hecho demuestra el nexo de unién entre
caspasas Yy apoptosis en la patogénesis molecular de la EA. También se ha descrito que el
procesamiento de la PPA mediante caspasas contribuiria a producir toxicidad amiloide (Pellegrini et
al. 1999; Weidemann et al. 1999).

La identificacion de mutaciones en PPA, PSEN1 y PSEN2 en la EAF no solamente indica un
mecanismo comun por el que estas mutaciones ejercerian su efecto dafino (por ejemplo el aumento
en la produccion o reduccion en la eliminacion de péptido AB,, y formacion de agregados proteicos).
Estos datos evidencian una implicacion directa del péptido AB,, y las PSEN en la patogenésis de la
EAF (Hardy et al. 2002). Sin embargo, no se han identificado mutaciones en el gen de la proteina
tau en familias con EAF, aunque si han sido detectadas en otro proceso neurodegenerativo muy
raro, que se presenta con degeneracion fronto-temporal y parkinsonismo (Lynch et al. 1994; Hutton
et al. 1998a).

4.5.2. Apolipoproteina E

El gen APOE esta localizado en el cromosoma 19, en concreto en la regidon 19q. La apoliproteina E
consta de 299 aminoacidos y su dominio amino-terminal (residuos 1-191) tiene una forma globular
estable en la que reside el sitio de union al receptor. La parte carboxi-terminal (residuos 216-299)

es helicoidal, menos estable, y contiene las zonas de union a lipoproteina (Weisgraber 1994).

La apolipoproteina E (APOE) es una glicoproteina plasmatica de 34.200 Da de masa molar.
Principalmente se sintetiza en el higado, en neuronas y astrocitos de cerebro y también en otros
tipos celulares como por ejemplo macrofagos y monocitos (Siest et al. 1995). La proteina esta

implicada en la movilizacion y redistribucion del colesterol durante el crecimiento neuronal y
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después de alguna lesion (Mahley 1988). También participa en procesos como la regeneracion
nerviosa, inmunoregulacion y en la activacion de algunas enzimas lipoliticas (Mahley et al. 2000;
Vancea et al. 2000).

Utermann y colaboradores describieron por primera vez un polimorfismo de APOE en suero

humano (Utermann et al. 1979). Posteriormente, E2: NH2----SYXEKR- - @B --COOH
Zannis y colaboradores identificaron mediante | E3: NH2----(@3kWI---Arg158---COOH
---Arg158---COOH

isoelectroenfoque las tres isoformas mayoritarias E4: NH2----
de APOE (APOE2, APOE3 y APOE4) y concluyeron
gue un Unico locus con tres alelos (€2, €3 y €4)
era el responsable de este modelo (Zannis et al. 1981). Las isoformas APOE2, APOE3 y APOE4

FIGURA 8. POLIMORFISMOS EN APOE.

difieren en los residuos 112 y 158 de su secuencia de aminoacidos (figura 8).

Las frecuencias alélicas de €2, €3 y €4 se estima que son 0,11; 0,72 y 0,17, respectivamente
(Zannis et al. 1981). El analisis de la distribucion alélica en diversas poblaciones demuestra que el
alelo €3 es el mas frecuente en cualquier grupo humano. La frecuencia alélica de €4 es mayor en

mujeres que en hombres (Payami et al. 1996).

La asociacion entre el alelo €4 y los casos de EA esporadicos y familiares de inicio tardio ha sido
demostrada en diversos trabajos. Uno de los primeros y de mayor importancia es el realizado por
Corder et al., en el que se describe que el efecto de €4 es “dosis-dependiente”: El riesgo de
padecer la EA aumenta de 20 a 90% y la media de edad de inicio disminuye de 84 a 68 anos cuando
hay dos alelos €4 (Corder et al. 1993). Estas observaciones han llevado a pensar que el efecto
primario de €4 es el cambio en la edad de inicio de la EA. En familias con EAF se ha observado un
efecto similar de €4 asociado a mutaciones en el gen PPA (Levy-Lahad et al. 1995; Sorbi et al.
1995). Familias con EAF causada por mutaciones en el gen PSEN1 no mostraron un efecto
significativo del genotipo APOE sobre la edad de inicio de la enfermedad (Van Broeckhoven et al.
1994), aunque los mecanismos moleculares por los cuales los diferentes alelos de APOE modifican la
edad de inicio de la EA no son conocidos por completo. El alelo €é4 mas bien es un factor de riesgo

que un causante definitivo de la EA.

Estudios realizados con personas de edad centenaria han revelado que el alelo €4, el cual ademas
promueve ateroesclerosis prematura, es menos frecuente en estos individuos que en controles. La
frecuencia del alelo €2 se encuentra aumentada de forma significativa en personas centenarias
(Schachter et al. 1994). El alelo €2 parece ser caracteristico de personas longevas y conferiria

proteccion contra la EA (Corder et al. 1994).

Las distintas propiedades de union de las isoformas de APOE al péptido AB (Strittmatter et al.
1993) y a la proteina tau (Strittmatter et al. 1994) pueden indicar la manera mediante la cual APOE
interviene en el desarrollo de la EA. La isoforma APOE4 se une al péptido AB con mayor rapidez que
la isoforma APOE3. APOE4 unido a péptido AB forma nuevas monofibrillas que precipitan en
estructuras densas (Sanan et al. 1994). APOE4 no se une a la proteina tau in vitro, al contrario que
APOE2 y APOE3 (Weisgraber 1994). Es posible que la interaccion entre APOE3 y tau sirva de
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proteccién contra la fosforilacion de tau y por consiguiente evite la formacion de ovillos

neurofibrilares (Strittmatter et al. 1994).

4.6. Otros genes

La investigacion sobre los genes PPA, PSEN1 y PSEN2 ha permitido conocer muchos aspectos
moleculares de la EA. El descubrimiento de formas mutadas de PPA y PSEN en la EAF refuerza el
papel patogénico del péptido AB, pero la falta de un mecanismo preciso bien definido de
patogénesis ha suscitado la formulacion de otras hipotesis para explicar el desarrollo de la
enfermedad, sobretodo en lo que respecta a la EA esporadica. Esos tres genes Unicamente explican
la aparicion de la EAF, la cual sélo representa alrededor del 5% de todos los casos de EA, ademas
aproximadamente un 15 % de casos de EAF no presenta mutaciones ni en PPA ni en los genes de las
presenilinas (tabla 3). La EAE representa la gran mayoria de casos de EA y posee una etilogia muy
compleja, seguramente debida a que no es producto de la alteracion de un Unico gen. La
produccion elevada del péptido amiloide, que parece ser la base de la EAF causada por mutaciones
en PPA o PSEN, no se ha observado directamente en la patogénesis de la EAE. Ademas el alelo €4 de
APOE no se halla en todos los casos de EAE; aproximadamente el 40-60% (dependiendo del grupo
étnico) de los pacientes de EA desarrollan la enfermedad en ausencia del alelo €4 (Farrer et al.
1997). No existe un gen o un mecanismo unificado que explique el origen de la EA esporadica. Se
han realizado numerosos estudios de asociacion de la enfermedad con diversos genes (tabla 1) pero
su papel en la enfermedad no esta confirmado. Ademas de la busqueda de nuevos genes, se trata de

averiguar la interacccion entre ellos y otros factores implicados en la EA.

TABLA 3. DISTRIBUCION CASOS EA

% CASOS TOTALES

GEN RESPONSABLE % DE CASOS

EA esporadica ~40-50 %

~ . (+)
90-95 % - 50-60 %

EA familiar

- 80 %
~5-10 % >

:? ~15%

Se ha estudiado la disfuncion mitocondrial como uno de los elementos que contribuye al progreso
de la EAE. En la mitocondria se desarrollan vias esenciales del metabolismo intermedio, sintesis de
aminoacidos, oxidacion de acidos grasos, regulacion del calcio, metabolismo esteroide, produccion
de energia, produccion de radicales libres, procesos relacionados con la apoptosis... En el caso de
las enfermedades neurodegenerativas el papel de la mitocondria en el metabolismo energético

oxidativo es de vital importancia para la célula. Se han descrito numerosas alteraciones

24



la enfermedad de Alzheime

mitocondriales en pacientes con EAE, incluyéndose alteraciones morfoldgicas, estructurales,
bioquimicas y genéticas. Todas estas alteraciones tienen potencialmente la capacidad de influir en
un conjunto de funciones cruciales para la célula. La caracterizacion de estas alteraciones y su
interaccion con otros mecanismos moleculares puede ayudar a explicar muchos de los defectos

descritos en las neuronas de pacientes con EAE.

4.7. La vacuna

La observacion efectuada por Schenk et al. de que la aparicion los depdsitos amiloides podia
prevenirse mediante la vacunacion con péptido AB abrid un campo nuevo en el estudio de la EA
(Schenk et al. 1999). Estos experimentos con transgénicos se confirmaron en otros laboratorios
(Janus et al. 2000; Morgan et al. 2000). Se identificaron anticuerpos del péptido AB asociados a
depositos amiloides en el cerebro, estableciendo que los anticuerpos atravesaban la barrera
hemato-encefalica (Bard et al. 2000). Ademas también se descubrié que la administracion pasiva
del anticuerpo AB que no cruzaba la barrera era efectiva ya que ayudaba al flujo de péptido AB
desde el cerebro (DeMattos et al. 2001), aunque también se observo que si los depositos pre-
existentes eran abundantes, la vacunacion era incapaz de reducir su cantidad (Das et al. 2001). La
relativa facilidad con la que se podia prevenir el deposito de péptido AB mediante anticuerpos en
los ratones transgénicos llevo a pensar que se podia aplicar una estrategia similar en pacientes con
EA. Se inicid un ensayo clinico en humanos usando la vacuna [lamada AN-1742. Al cabo de unos
pocos meses el ensayo se canceld por culpa de la aparicion de complicaciones inflamatorias graves
en el 5% de los pacientes y la muerte de uno de ellos. Estas complicaciones no se habian observado
en los ratones. Al no ser la PPA una proteina propia del raton, la vacunacion con péptido AB humano
no deberia producir una reaccion autoinmune. Ademas el componente C1q de ratdn reconoce el
péptido AB humano pobremente, asi que la activacion de la cascada del complemento es mucho mas
débil en ratones que en pacientes con EA. La vacunacion incrementa la activacion del complemento
a través de la formacion de complejos antigeno-anticuerpo y esto favorece la fagocitosis en ratones.
En pacientes con EA, en los que el complemento ya se encuentra sobreactivado y las placas seniles
son relativamente insolubles, esta estimulacion aumentaria la destruccion de neuronas (McGeer et
al. 2003).

4.8. El tratamiento farmacoldgico de la EA

El uso de farmacos para tratar los sintomas o para evitar el progreso de la EA se inicié en la
década de los 90 con la comercializacion de los inhibidores de la enzima colinesterasa (O'Brien et
al. 2001). El principio de estos medicamentos es aumentar la concentracion de acetil colina en el
cerebro. Las cuatro drogas comerciales mas usadas actualmente (tacrina, donezepilo, galantamina y
rivastigmina) se basan en ese objetivo. El inconveniente de estos tratamiento es que su

administracion no puede proporcionar una solucion definitiva al problema (Palmer 2002). Estos
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compuestos representan tratamientos sintomaticos que han demostrado que contribuyen a mejorar
la funcion cognitiva, el estado general y la realizacion de actividades de la vida diaria. El cese en su
administracion provoca el empeoramiento clinico. No existen datos clinicos convincentes que
indiquen que estas drogas son capaces de modificar el desarrollo de la enfermedad (O'Brien et al.
2001).

El futuro de los tratamientos farmacologicos se dirige claramente a dianas biologicas diferentes,
algunas de estas drogas se muestran en la tabla 2. Estas nuevas dianas se encuentran relacionadas
con la patofisiologia de la enfermedad. Esto significa que los farmacos tienen que prescribirse en el

inicio o lo mas pronto posible del curso de la enfermedad.

TABLA 2. LA FARMACOLOGIA DE LA EA ‘

e Inhibidores acetilcolinesterasa
Tacrina, , donezepilo, galantamina, rivastigmina

e Antagonistas receptores glutamato NMDA
MK 801; memantina

e Antioxidantes

Vitamina E, Gingko biloba, melatonina, idebenona (CoEnz Q)
AntiColinesterasas (;)

Inhibidores mono-amino oxidasa (MAO-B)

e Agentes que afectan la secrecion de PPA

Receptores acetilcolina muscarinicos (acetilcolina, nicotina, carbachol)
Receptores acetilcolina nicotinicos (ABT-418; galantamina)

Inhibidores acetilcolinesterasa

Dehidroevodiamina

e Agentes inhibidores de la agregacion de derivados de la PPA
Quelantes de metal: DFO (deferroxamina), clioquinol
Fragmentadores hoja-B: iABs, iAB

e Vacunas/inmunizacion
Efectos secundarios: ;Encefalitis? ;Hemorragia?

e Inhibidores secretasa-8
OM99-1; OM99-2; OMO00-3 (PPA — sB-PPA — CFT-B)

e Inhibidores secretasa- y
1. Peptidicos: DifluoroKetone (MW167); Naftoil.VF-CHO; ZLF-CHO; Z-LL (MG 132);
Z-LL-CHO; Z-VF-CHO (MDL 28 170)
2. No peptidicos: Inhibidores JK: JLK2; N- [N-(3,5 difluorfenacetil)-L-alanil]-S-
fenglicina t-butil ester; L-685,458

e Anti fosforilacion de proteinas
Estaurosporina; benzimidazoles, inhibidores de kinasas (glicogeno sintasa kinasa 3,
kinasa 5 dependiente de ciclina); litio

(Allain et al. 2003)

Las principales areas para el desarrollo de nuevas drogas en la EA abarcan diversas

aproximaciones entre las que hay que destacar las siguientes:
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4.8.1. Terapia de la complementacion

El cerebro de un paciente con EA presenta una serie de deficiencias (hormonas,
neurotransmisores, factores troficos, etc.) las cuales “tedricamente” suponen una diana para la
complementacion farmacologica. En cualquier caso, es necesario determinar si existe correlacion
entre una deficiencia y un sintoma de la EA para postular esta complementacion. Por ejemplo, la
concentracion de dihidroepiandrosterona disminuye con el tiempo y la edad pero no parece estar
correlacionada con la funcion cognitiva; por el contrario, la molécula 17B-estradiol mejora las
funciones cognitivas (Asthana et al. 2001), y protege del estrés oxidativo y de la toxicidad amiloide
(Diaz Brinton et al. 1998). Estos hechos sugieren el uso de estrogenos o de moduladores selectivos
de receptores de estrogeno como tratamiento preventivo de la alteracion en la funcion cognitiva en
mujeres. Sin embargo pruebas recientes indican que una vez la EA ha sido diagnosticada, dosis
fisiologicas de estrogenos son ineficaces para revertir el defecto cognitivo o para prevenir el

deterioro cognitivo caracteristico de la EA (Mulnard et al. 2000; Sherwin 2002).

4.8.2. Componentes anti-apoptoticos

Uno de los mecanismos que se encuentra activado en la EA segln numerosos estudios es la
apoptosis. El conocimiento y comprension de esta cascada bioquimica deberia conducir a la
determinacion de substancias capaces de bloquear la apoptosis. Las caspasas se encuentran en
primera linea de investigacion, en particular la caspasa-3. Esta caspasa siempre estapresente en las
placas seniles y en los ovillos. La caspasa 12 también es objeto de estudio, se localiza en el reticulo
endoplasmatico, que controla la respuesta celular a diferentes tipos de estrés (agregacion vy
plegamiento proteico, radicales libres, toxinas y toxicidad del péptido amiloide). La caspasa 9 (un
componente que induce una forma de muerte celular no apoptoética) también ha sido estudiada, asi
como otros miembros de esta familia. La cascada de las caspasas conduce a la destruccion de
proteinas (actina, tau, fodrina) y a la liberacion de péptido amiloide. Mediante la destruccion de
proteinas de citoesqueleto la cascada de caspasas parece ser responsable de la pérdida inicial de
sinapsis y terminales dendriticas, hechos mencionados previamente como algunos de los pasos
iniciales en la EA (Selkoe 2002).

4.8.3. Substancias anti-amiloides

El concepto farmacolodgico para el tratamiento de la EA consiste en: o bien disminuir la sintesis
del péptido AB4,, o bien promover su eliminacion, papel que deberian llevar a cabo macréfagos y
células microgliales, o también consiste en prevenir su deposito y agregacion (Esiri 2001). EL
metabolismo de la proteina de membrana PPA y del péptido AB,, es de gran complejidad. Los
farmacos que influyan en esta cascada deben tener en cuenta la modulaciéon que pueden realizar
sobre otros factores: calcio, proteina kinasa C, neurotransmisores (acetilcolina, glutamato y sus

receptores, factores troficos (EGF, NGF), esteroides (algunos de ellos derivados del colesterol) o
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canales de iones, en concreto los canales de astrocitos (Rossner et al. 1998; Simons et al. 1998;
Racchi et al. 1999).

El péptido AB procede del procesamiento de la PPA mediante tres enzimas: secretasas a-, B- y y-,
auténticas dianas farmacologicas para moduladores de secretasas (Esler et al. 2001). La secretasa- B
es la diana ideal para antagonistas de la enzima, en particular para aquellos que dependen de la
enzima BACE1 (Beta site-App-Cleaving Enzyme) muy representada en el cerebro. Por el contrario el
efecto de secretasa-a estd asociado a la enzima TACE (Tumor necrosis factor-Alpha Converting
Enzyme), el cual a su vez interviene en el metabolismo del receptor de NOTCH, esencial para
determinar el destino celular, y también esta asociado con otra metaloproteasa: ADAM 10, también
implicada en la via de NOTCH. La secretasa-y condiciona el ratio AB4/AB4;, que parece ser clave en
la patogénesis de la EA. Se conocen unos cuantos inhibidores de secretasa-y: péptidos aldehido

(calpaina), difluoro-cetona, inhibidores de catepsina D, bloqueadores de catepsina Y, etc.

Otra aproximacion es la dirigida a estimular respuestas inmunoldgicas contra antigenos
especificos. Una de ellas es la que se ha mencionado en el apartado “La vacuna”, desarrollada por
Schenk et al en ratones y que al trasladar a humanos tuvo que ser suspendida por la aparicion de
encefalitis (Schenk et al. 1999). En la misma direccion, Pfeifer et al han demostrado que la
inmunizacion pasiva en ratones no sélo supone una reduccion significativa del péptido amiloide
difuso principal sino que también induce un aumento de microhemorragias cerebrales en los vasos
cargados de amiloide (Pfeifer et al. 2002). Estos resultados reflejan el peligro de que aparezcan

complicaciones neuro-inflamatorias con la inmunizacion con el péptido AB.

4.8.4. Inhibicién de la agregacion proteica

Las proteinas que se agregan en las enfermedades neurodegenerativas adoptan una estructura de
hoja-B que las hace insolubles. Este proceso probablemente se debe a las chaperonas implicadas en
la conformacion tridimensional de las proteinas. Ciertas isoformas de Apo E pueden actuar

promoviendo o estabilizando la disposicion espacial en hoja-B del péptido AB.

Actualmente existen pocos farmacos que impidan la formacion de hojas-B. La estructura de
proteinas, y el sistema proteosoma-ubiquitina en particular, es un campo de estudio prioritario para
la EA y también para otras enfermedades neurodegenerativas. La molécula quinacrina, con efectos
sobre la estructura tridimensional de ciertas proteinas, es objeto de evaluacion en la EA, ademas
esta molécula conserva una estructura similar a la tacrina, el primer producto usado en el

tratamiento de la EA (Wiesniewski et al. 2001).

4.8.5. Drogas que reducen la cantidad de lipidos

Los vinculos entre colesterol y EA se han estrechado gracias al descubrimiento del factor de riesgo
Apo E4. Estd demostrado que las estatinas, compuestos que disminuyen el colesterol, reducen el

riesgo de desarrollar la EA a través de mecanismos que deben ser independientes del colesterol
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(induccion de dxido nitrico sintasa, disminucion de endotelina-1). El mecanismo propuesto de accion
de las estatinas consistiria en que inhibirian la formacion de péptido AB gracias a que se daria
prioridad a la actividad secretasa-a y se disminuiria las actividades B- y y-. Desgraciadamente, el
proyecto PROSPER (Prospective Study of Pravastatin in Elderly at Risk) sobre 5000 individuos revelo
que la terapia con estatinas no ralentizaba el declive cognitivo a lo largo de 5 afos de tratamiento
(Shepherd et al. 2002). De todas formas, es probable que en el futuro se presenten otros
compuestos que disminuyan la cantidad de lipidos como tratamientos preventivos de la EA o de

demencias vasculares.

El futuro de los farmacos se dirige claramente a resolver la fisiopatologia de la EA y por ello
deberian ser curativos y administrados en las fases iniciales de la enfermedad, incluyendo la etapa
MCI (Mild Cognitive Impairment) caracterizada por un déficit de memoria puro y aislado. Esto seria
posible gracias a observaciones hechas con escaneres que realizan tomografias por emision de
positrones, segln los cuales el hipometabolismo del cortex entorrinal se puede usar para predecir la
futura transformacion de individuos normales a MCl y que esos sucesos pueden reflejar de forma

muy temprana la disfuncion en la conectividad de las sinapsis.

4.8.6. Substancias con impacto en la mitocondria

Resolver la disfuncion mitocondrial es también un objetivo para el desarrollo de futuros
medicamentos para tratar la EA. La mitocondria, especialmente en la neurona, participa en: 1)
produccion de la energia celular, 2) produccion de radicales libres, 3) activacion de ciertos sistemas
enzimaticos (cascada de las caspasas por €j.) a través sobretodo del citocromo c, 4) consumo del
oxigeno, 5) sintesis de proteinas pro-apotéticas (AIF, Apoptosis Inducing Factor), 6-sintesis de
proteinas activadoras de caspasas enddgenos (IAP, Inhibitor of Apoptotic Proteins) via citocromo c.
Otras moléculas asociadas a la mitocondria son la proteina TR3, responsable del control de la
actividad génica en respuesta a hormonas esteroideas y que cuando se localiza en la mitocondria
libera citcromo c. Miembros de la familia de proteinas BCL— como por ejemplo Bcl-2, un inhibidor
de la apoptosis— interfieren con la sintesis mitocondrial de citocromo c. Aunque estos datos no han
resultado en innovaciones farmacoldgicas, hay que sefnalar que existen en el mercado algunos
medicamentos que de una forma mas o menos directa normalizan o restauran la funcién
mitocondrial, ya sea limitando la sintesis de productos intermedios citotoxicos, por ejemplo
inhibidores de mono-amina oxidasa B, inhibidores de ciclooxigenasa Il (anti-COX2), memantina —la
cual ademas es un antagonista no competitivo de receptores de glutamato/NMDA— y muchas otras
substancias clasificadas como vasodilatadores cerebrales y oxigenadores o realzadores cognitivos:
ginko biloba, piracetam, almitrine/raubasine, etc. (Hoyer et al. 1999). Estos compuestos no toxicos
se prescriben frecuentemente en pacientes de edad avanzada y promueven el metabolismo
energético a través de vias intermedias que favorecen la disponibilidad de oxigeno y glucosa en la
mitocondria. La mitocondria aparece como el enlace celular entre el oxigeno y otros mecanismos
neuroquimicos esenciales de muerte celular como la ubiquitinacion via ubiquitina-E; ligasa. La

mitocondria también es crucial en los procesos de fosforilacion y desfosforilacion, los cuales se
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encuentran en el centro de la fisiopatologia de la EA. La enzima fosfatasa 2A que defosforila a la
proteina tau tiene actividad reducida en pacientes con EA (Gong et al. 1993). La inactivacion de
esta enzima mediante acido okadaico provoca la aparicion de lesiones similares a las de la EA en
animales (Arendt et al. 1998). Segin estos hechos, los medicamentos que restauren la actividad
fosfatasa 2A son otra posibilidad a tener en cuenta, asi como los inhibidores de la hiperfosforilacion
de tau: diclorol (b-D-ribofuranosil) benzimidazol, derivados de estaurosporina, tenilsetam. Se han
desarrollado numerosos antioxidantes teniendo en cuenta estos factores (Behl 1999), incluyendo la
“exifone”, un potente antioxidante que desgraciadamente es téxico para el higado y se ha retirado
rapidamente del mercado (Bentue-Ferrer et al. 1989; Allain et al. 1998). En la misma direccion se
esta realizando en Australia un ensayo clinico con clioquinol dirigido a prevenir la oxidacion del
péptido AB y de metaloproteinas Cu/Zn. Estas proteinas son facilmente oxidadas y adquieren

propiedades neurotoxicas mayores.
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5. La mitocondria

El término mitocondria (procedente de mitos: hilo, filamento y chondros: granulo)
fue introducido por Brenda por primera vez en 1898, pero su presencia ya habia
sido descrita 40 anos antes. Kolliker las describio en 1856 y Altmann realiz6 los
primeros estudios sobre su estructura y funcion en la célula, aunque no fue hasta
décadas después cuando se detallé su papel fundamental en el metabolismo
energético. En 1962 Luft et al. descubrieron una disfuncion mitocondrial en un
paciente que presentaba hipermetabolismo no tiroideo (Luft et al. 1962). Era la
primera descripcion de una enfermedad humana en la que se hallaba implicado un
organulo celular.

5.1. Caracteristicas principales

Las mitocondrias se encuentran en el citoplasma de todas las células eucariotas y también en
algunos microorganismos (algas, hongos y protozoos). El tamafo medio de una mitocondria es de
0,3-1,0 por 5-10 ym aproximadamente. Tiene capacidad para desplazarse a través del citoplasma
celular y su estructura basica la constituyen dos membranas que se diferencian en su funcion y su
composicion. La membrana interna se pliega en unas estructuras denominadas crestas. La
membrana mitocondrial externa (MME) esta constituida por una bicapa fosfolipidica compuesta por

lipidos en casi un 50%. Esta bicapa contiene estructuras proteicas conocidas como porinas que le

Espacio Membrana Cristales
intermembrana externa |
Matriz
Ribosoma Membrana /{
ATP interna 0,3-1,0 pm
Sintasa
Granulo

mtDNA Al

5-10 pm

FIGURA 9. ESQUEMA DE LA MITOCONDRIA.
Modificado a partir de (Lodish 1999)
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confieren permeabilidad a moléculas <10 kDa. Las crestas posibilitan que la superficie que ocupa la
membrana interna sea mucho mayor que la externa. También su estructura es mucho mas
complicada porque en ella se alojan una serie de proteinas y complejos fundamentales para las
funciones metabdlicas que se desarrollan en la mitocondria. El contenido en lipidos de la membrana
mitocondrial interna (MMI) es de un 20% aproximadamente, con una elevada presencia de
cardiolipina. La MMI solo es permeable al oxigeno, CO, y agua. Las dos membranas que separan a la
mitocondria del citoplasma celular definen dos espacios en el interior de la mitocondria: la matriz y

el espacio intermembrana (figura 9) (Lodish 1999).

5.2. Funcion de la mitocondria en la céelula

Las mitocondrias son organulos esenciales para el mantenimiento funcional y la viabilidad de las
células. En las mitocondrias tiene lugar la produccion de energia en forma de ATP. En su interior
también se realizan otras funciones importantes para la célula, como por ejemplo la termogénesis
(produccion de calor mediante el desacoplamiento de la respiracion oxidativa y la sintesis de ATP en
el tejido adiposo marrdn), la homeostasis del calcio en la matriz mitocondrial, la sintesis del grupo
hemo en el higado y en las células precursoras de eritrocitos y también estd implicada
decisivamente en los mecanismos de apoptosis. Ademas estos organulos participan en la sintesis de

aminoacidos, nucleotidos, fosfolipidos, pirimidinas y otros metabolitos.

La funcion principal de las mitocondrias es la produccion de ATP a través del acoplamiento de la
fosforilacion oxidativa con la respiracion aerobica (sistema OXPHOS, figura 10). En el afio 1961 el
bioquimico Peter Mitchell (premio Nobel de Quimica en 1978) propuso por primera vez un
mecanismo por el cual las células derivaban ATP a partir del metabolismo oxidativo. Este sistema
proporciona a la mayoria de tipos celulares alrededor del 90% de su requerimiento energético. En la
mitocondria entran acidos grasos que se oxidan en acetilcoenzima A (acetilCoA) durante el proceso
denominado B-oxidacion. El piruvato (producto final de la glucolisis en el citoplasma celular)
también entra en la mitocondria y se descarboxila gracias a la piruvato descarboxilasa, la cual
incorpora la molécula del coenzima A produciendo acetilCoA. La parte acetato de esta molécula se
oxida en el ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs. Al final de este ciclo se generan dos
moléculas de CO, y 4 pares de atomos de hidrogeno que se transfieren al dinucleotido de adenina y
nicotinamida (NAD") y al dinucledtido de flavina y adenina (FAD) los cuales se reducen en NADH vy
FADH, respectivamente. Estas dos moléculas presentan una capacidad donadora de electrones muy
elevada, esta energia se va liberando a lo largo de una serie de reacciones redox en las crestas
mitocondriales con la participacion de complejos enzimaticos y coenzimas. Esta serie de reacciones
constituye la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) o cadena de transporte de electrones (figura
10). La cadena respiratoria es un sistema complejo que debe responder a las necesidades
energéticas de la célula. Mientras que hay tipos celulares con necesidades constantes (por ejemplo
los hepatocitos) también los hay que presentan necesidades variables en cortos periodos de tiempo

(es el caso del musculo esquelético).
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FIGURA 10. EL SISTEMA OXPHOS.

La CRM esta formada por una serie de complejos multiproteicos localizados en las membranas de
las crestas mitocondriales que atraviesan la bicapa lipidica y sobresalen hacia la matriz y el espacio
intermembranoso. Las coenzimas estan disueltas en lipidos y difunden a lo largo de la membrana o a
través de su superficie. El complejo | (NADH ubiquinona oxidoreductasa o también llamado NADH
deshidrogenasa) es el de mayor tamafo y esta formado por al menos 42 polipéptidos. Su funcion es
catalizar la transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona o coenzima Q (CoQ). El
complejo Il (succinato CoQ oxidoreductasa) se compone de 4 péptidos y cataliza la oxidacion del
succinato a fumarato (en el ciclo de Krebs) y transfiere también los electrones a la ubiquinona (en
la CRM). Aproximadamente 10 subunidades constituyen el complejo Il (citocromo ¢
oxidoreductasa). El citocromo ¢, localizado en el espacio intermembrana, participa en la
transferencia de electrones entre los complejos Il y IV. El complejo IV (citocromo c oxidasa o
también conocido como COX), compuesto de 13 subunidades, transfiere 4 electrones desde el

citocromo ¢ a una molécula de oxigeno, creandose una molécula de agua.

Esta transferencia de electrones entre los complejos de la cadena respiratoria se aprovecha de
forma indirecta para sintetizar ATP. Al principio de la cadena las moléculas reducidas NADH y FADH,

transfieren los electrones del hidrdgeno al siguiente complejo enzimatico y liberan los protones a la

33



introduccion|

matriz mitocondrial mediante mecanismos desconocidos hasta el momento. Los electrones fluyen
entre los complejos gracias a un gradiente electroquimico propiciado por los complejos Il y IV y al
transporte realizado por la ubiquinona y el citocromo c. La transferencia de electrones llevada a
cabo entre los complejos I-IV es efectuada a través de subunidades portadoras de grupos
prostéticos, por ejemplo grupos hierro-sulfuro en los complejos I, Il y lll, o grupos hemo-hierro en el
citocromo c y complejo IV. La energia liberada durante este proceso de transferencia se usa en los
complejos I, 1l y IV para bombear protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembrana. La
acumulacion de protones en este espacio frente a los electrones de la matriz, crea un potencial
eléctrico que tiende a llevar a los electrones de nuevo a la matriz. La distribucion asimétrica de
jones como Na’, K' y Ca?* a lo largo de la membrana interna contribuye a la creacion de un
gradiente quimico. La membrana interna presenta una impermeabilidad extrema a los protones y se
hace necesaria la intervencion del complejo V (FO-F1-ATP sintasa) para que puedan ser
transportados de nuevo al interior de la mitocondria. Esta entrada de protones genera energia que
es usada para sintetizar adenosina trifosfato (ATP) a partir de adenosina difosfato (ADP) y fasforo
inorganico (P;). El ATP producido por la mitocondria debe ser intercambiado por ADP citosolico
mediante el translocador de nucledtidos de adenina (ANT), el cual tiene diversas isoformas
especificas de tejido. El complejo V esta compuesto por 12-14 polipéptidos y se pueden distinguir
dos regiones: la FO, que estad asociada a la membrana y se cree que se encarga de transportar
electrones; y la F1, que representa la parte catalitica de la molécula insertada en la matriz

mitocondrial.

Dos requisitos son necesarios para que se produzca la fosforilacion oxidativa: integridad de la
membrana interna (de forma que los protones que vuelven a la matriz solamente lo puedan hacer
mediante un proceso acoplado a la sintesis de ATP) y concentracion elevada de protones en el

espacio intermembrana.

Asimismo la mitocondria necesita para mantener su estructura y su funcion alrededor de 850
polipéptidos codificados en el DNA nuclear (nDNA). Estas proteinas se sintetizan en el citoplasma y
se importan al interior del organulo, donde se distribuyen en alguno de los cuatro compartimentos
principales de la mitocondria: la MME, la MMI, el espacio intermembrana y la matriz, localizada en
el interior y considerada el “citoplasma” del organulo (ver figura 9 para esquema detallado).
Aproximadamente 70 de esas 850 proteinas son componentes estructurales de los complejos de la
cadena espiratoria (tabla 4), y no menos de 20 son necesarias para acoplar y mantener los

complejos en el orden adecuado que permita su funcionamiento.

TABLA 4. CONTRIBUCION DE LOS GENOMAS A LOS COMPLEJOS DEL SISTEMA OXPHOS

Complejol Complejoll Complejolll ComplejolV ComplejoV TOTAL
mtDNA 7 0 1 3 2 13
nDNA ~33 4 10 10 12 > 69
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5.3. El mtDNA

La mitocondria es el Unico organulo
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espiratoria (figura 11).

El mtDNA presenta una estructura muy compacta, en la cual la mayoria de genes estan
codificados en la cadena pesada. La cadena ligera solamente contiene la informacion de la
subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa y ocho tRNA. La Unica regiéon que no codifica ningln gen es
la region del bucle D (D de desplazamieto, ya que en las fases iniciales de la replicacion de la

cadena pesada una seccion de esta se desplaza y se forma una triple hélice).

En el bucle D se encuentra la region control (CR), en ella se encuentran zonas “hipervariables”
por la elevada variabilidad de secuencia que presentan. La CR que incluye el bucle D (entre los
genes tRNA™ y tRNAP™, de 1.122 pares de bases (pb) contiene los dos origenes de replicacion de la
cadena pesada y los promotores de la transcripcion de las dos cadenas (figura 12). En la CR se
localizan los elementos que regularan la transcripcion y la replicacion del genoma mitocondrial,
sucesos muy estrechamente ligados en la mitocondria (Shadel et al. 1997). Recientemente Coskun
et al., han descrito mutaciones en esta region asociadas a la EA (Coskun et al. 2004). En el capitulo

siguiente se expone con mayor detalle este descubrimiento.

5.3.1. Genética mitocondrial

El genoma mitocondrial posee algunas caracteristicas particulares que lo distinguen del genoma

nuclear, las cuales se encuentran resumidas en la tabla 5. Una de las caracteristicas que se ha
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FIGURA 12. ESQUEMA DE LOS NT 16.000-570 DE LA REGION CONTROL DEL
mtDNA.

Los numeros designan la posicion en el mtDNA y las cajas de colores
representan elementos reguladores. La CR incluye los promotores P. y Py de
las cadenas L (ligera) y H (pesada), los sitios de union del factor A de
transcripcion mitocondrial (mtTFA), los bloques de secuencia conservada
(CSB) I, Il y I, y los origenes de replicacion 1y 2 de la cadena H (Oy; y Oyp).
TAS: Secuencia de asociacion y terminacion.

comentado previamente es la densidad de su estructura. La cadena pesada presenta sus genes de
forma continua sin secuencias intronicas. Las secuencias intergénicas son escasas, siendo la mayor
de ellas el bucle D. Otro factor que muestra el grado de compactacion del mtDNA es el hecho de
que la mayoria de genes que codifican proteinas carecen de codon de terminacion; después del
ultimo codoén con sentido se encuentra una T o TA, e inmediatamente a continuacion se inicia otro
gen. El codon de terminacion se formara después de la transcripcion mediante poliadenilacion del

extremo 3’.

El cédigo genético mitocondrial difiere del nuclear en cinco codones: UGA codifica triptofano en
lugar de ser un codon stop; AGA y AGG son codones stop en lugar de codificar arginina, AUA y AUU
codifican metionina en vez de isoleucina, estos dos junto con el codon AUG son los tres codones de

inicio posibles.

La herencia del mtDNA es esencialmente via materna (Giles et al. 1980). El ovocito, con mas de
100.000 moléculas de mtDNA, es quién aporta la inmensa mayoria de mitocondrias en la
fecundacion. Aunque parece ser que las escasas moléculas de mtDNA aportadas por el
espermatozoide se eliminan al reconocerse sefales de ubiquitinacion (Sutovsky et al. 2000), se ha
descrito herencia esporadica de mtDNA paterno en mamiferos, incluyendo en humanos (St John et
al. 2004). De todas formas, no parece ser que su participacion en el genotipo de la descendencia

sea apreciable.

La elevada tasa de mutacion del mtDNA en comparacion a la del DNA nuclear (Neckelmann et al.
1987) probablemente es consecuencia de la falta de histonas que protegerian a la doble hélice de
mtDNA. Por otro lado, el mtDNA esta expuesto al dafo producido por un exceso de moléculas
derivadas de especies del oxigeno reactivas (ROS) generadas en la fosforilacion oxidativa. Este
efecto perjudicial esta favorecido por la posicion en la mitocondria en que se encuentra el mtDNA:

en contacto con la membrana mitocondrial interna, muy proximo a la CRM que genera ROS.
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TABLA 5. CARACTERISTICAS DEL GENOMA MITOCONDRIAL

e Estructura muy densa

¢ Cadigo genético difiere ligeramente del universal

e Herencia materna

e Tasa de mutacion 10-20 veces mayor que la del DNA nuclear
¢ Replicacion independiente de la divisién celular

¢ Distribucion al azar entre las células hijas

¢ Efecto umbral en el fenotipo

Aunque se han descrito algunos mecanismos de reparacion del mtDNA en respuesta a dafos
especificos (Shen et al. 1995; Stierum et al. 1999), hasta el momento no parece que la mitocondria
posea un sistema general de reparacion de mutaciones, lo cual puede provocar que ciertas
mutaciones se acumulen a lo largo de la vida. Por otro lado, la recombinacién es un mecanismo que
hasta hace poco no se consideraba en absoluto en la mitocondria, pero actualmente existen
estudios a favor y en contra de su existencia (Elson et al. 2001; Eyre-Walker et al. 2001; Piganeau
et al. 2004).

La homoplasmia corresponde a la situacion en la que todas las moléculas de mtDNA que contiene
la mitocondria son iguales. La heteroplasmia hace referencia a la coexistencia de moléculas
salvajes y moléculas mutadas de mtDNA en la mitocondria. La proporciéon entre moléculas normales
y mutantes de mtDNA puede variar y determina el grado o porcentaje de heteroplasmia de la
célula. Durante la division celular las mitocondrias se distribuyen al azar entre las células hijas,
recibiendo diferentes porcentajes de mtDNA mutantes. A este fendomeno se le denomina
segregacion replicativa (Wallace 1986). La consecuencia de este proceso es que el porcentaje de

moléculas mutantes puede variar entre tejidos y también puede ir cambiando a lo largo del tiempo.

El fenotipo de una célula, tejido o individuo heteroplasmico depende del porcentaje de mtDNA
mutante. Si el nUmero de moléculas mutantes es pequeno se producira una complementacion de la
funcion por parte de las moléculas normales. Si la proporcion de moléculas anomalas fuera
aumentando la complementacion se haria mas dificil, de manera que podria llegar un momento en
que no seria posible suplir la funcion, es entonces cuando se manifestaria un fenotipo patologico.
De esta manera el fenotipo se expresa de acuerdo con un efecto umbral. La enfermedad aparece
cuando la produccion de ATP en el tejido heteroplasmico es insuficiente para asumir una actividad
normal. Las necesidades energéticas de cada tejido son particulares y especificas, asi como el

nimero de mitocondrias y de moléculas de mtDNA de cada uno de ellos. Por estos motivos a veces
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se puede observar que un determinado porcentaje de moléculas mutantes de mtDNA produce
repercusiones completamente diferentes segln el o6rgano afectado: tanto puede haber una actividad
normal como una supresion total de la funcion. Los érganos y tejidos que mas sufren cuando hay una
deficiencia en la sintesis de ATP son: ojos, sistema nervioso, musculo, corazon, pancreas, rifnon e

higado.

5.4. Mitocondria y enfermedad

El primer indicio segin el cual la mitocondria intervenia en una enfermedad humana no aparecio
hasta mediados del siglo XX. En 1958 se identificaron en una paciente sueca sintomas severos de
transpiracion, polidipsia, polifagia, pérdida de peso y debilidad. La paciente habia sido tratada con
anterioridad de hipertiroidismo pero la mejoria en su estado habia sido minima. Las pruebas de
laboratorio revelaron que su tasa metabdlica era del 200%, con un peso muy bajo (37kg) y una
temperatura corporal que alcanzaba mas de 38°C. Los estudios bioquimicos demostraron que la
paciente tenia parcialmente desacoplada la CRM y esto provocaba la excesiva generacion de calor y
el alto consumo calérico (Luft et al. 1962). A pesar de que la causa primaria en la enfermedad de
Luft continla sin ser identificada, la enfermedad se asocia con la liberacion espontanea de calcio
almacenado en la mitocondria, lo cual alteraria su homeostasis y originaria diversas respuestas
celulares (DiMauro et al. 1976). El descubrimiento de la enfermedad de Luft desvelo el papel
inadvertido hasta entonces de la mitocondria en las enfermedades humanas. El camino para
explorar el campo de las enfermedades mitocondriales quedaba inaugurado. Desde entonces, mas
de 120 enfermedades mitocondriales humanas han sido descritas (Luft et al. 1993). La mayoria de
ellas afectan selectivamente a poblaciones celulares del sistema nervioso central o del muasculo
esquelético. Ambos tejidos son post-mitoticos y sus células presentan un consumo energético muy
elevado. Algunas de esas enfermedades estan asociadas a mutaciones en el mtDNA y deficiencias en

la cadena de transporte de electrones.

El concepto de enfermedad mitocondrial esta actualmente restringido a aquellas enfermedades
que tienen alterada la funcion de la CRM, aunque existen enzimas mitocondriales también
implicadas en enfermedades del metabolismo intermediario, por ejemplo en alteraciones de la B-
oxidacion o del ciclo de Krebs. En la EA se han hallado diferentes alteraciones de la CRM, siendo la
mas frecuente la disminucion de la actividad del complejo IV. Este defecto se encuentra comentado

ampliamente en el siguiente capitulo de esta tesis.

La CRM esta formada por polipéptidos codificados por la misma mitocondria y sintetizados en su
matriz y también por subunidades codificadas en el DNA nuclear, sintetizadas en el citosol y guiadas
a la MMI mediante péptidos sefal. Este hecho posibilita que las enfermedades mitocondriales
ademas de deberse a defectos en el genoma mitocondrial puedan deberse también a defectos en el
genoma nuclear. Otros posibles desencadenantes de una enfermedad mitocondrial pueden ser:
alteraciones en las translocasas encargadas del transporte de metabolitos desde el citoplasma a la

matriz mitocondrial, defectos en la comunicacion entre los dos genomas o en los mecanismos
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importadores de proteinas del citoplasma. Este ultimo caso es el del sindrome de Mohr-Tranebjaerg,
o sindrome de sordera, distonia y atrofia optica (Koehler et al. 1999). Ademas hay que recordar que
todos los factores necesarios para la replicacion del mtDNA se encuentran codificados en el genoma

nuclear, por lo que no es de extrafar que mutaciones en él afecten al funcionamiento mitocondrial.

El descubrimiento en la Ultima década de un gran nimero de mutaciones en el mtDNA causantes
de enfermedades ha originado un nuevo campo dentro de la genética: la genética molecular
mitocondrial. Cualquier tipo de alteracion del mtDNA o que afecte al mtDNA tiene como
consecuencia potencial la modificacion de la actividad de la CRM y la disminucion en la produccion
de ATP.

5.4.1. Tipos de alteraciones del mtDNA

Las alteraciones del mtDNA debidas a modificaciones en su secuencia pueden ser
reordenamientos: deleciones y duplicaciones; o bien pueden afectar a puntos concretos: mutaciones
puntuales. Dada la compactacion del mtDNA las deleciones, sencillas o multiples, implican la
pérdida de genes mitocondriales o parte de ellos. En general se ha observado que las deleciones
afectan a la region comprendida entre el gen del citocromo b y el de la subunidad | de la citocromo
oxidasa (figura 11). La lista de deleciones identificadas es extensa, desde una kilobase (kb) hasta
~11 kb (http://www.mitomap.org). Dos deleciones identificadas se encuentran con mayor
frecuencia: representan el 60% de los casos, por eso reciben el nombre de deleciones comunes. El
tamano de estas deleciones es 7.436 y 4.977 pb respectivamente. A pesar de que la mayoria de
deleciones se presentan de forma esporadica también se han descrito unos pocos casos con herencia
materna y con herencia mendeliana dominante y recesiva. El mecanismo que provoca la aparicion

de deleciones en el mtDNA no esta aun totalmente aclarado.

En las duplicaciones se encuentra la presencia repetida de algin segmento del mtDNA. El mtDNA
duplicado de tamano entre 23 y 26,5 kb podria ser un estado intermedio previo a la formacion de

moléculas delecionadas (Poulton et al. 1993).

En tejidos con una tasa de renovacion elevada, como por ejemplo el tejido sanguineo, es raro
detectar deleciones. En estos tejidos es posible que los mtDNA delecionados se pierdan por
seleccion clonal. En cambio en tejidos postmitoticos (cerebro, musculo...) las deleciones se
acumulan. Si que se han detectado duplicaciones en sangre, lo que permite la identificacion de la

enfermedad sin tener que practicar una biopsia al paciente.

En el afio 1988 Wallace y colaboradores describieron una mutacion puntual en el gen ND4 (Wallace
et al. 1988). Desde entonces se han identificado alrededor de 100 mutaciones puntuales en el
mtDNA que afectan tanto a genes que codifican polipéptidos de la CRM como a genes de tRNA y de
rRNA. Las mutaciones puntuales se nombran de acuerdo con su posicion en la cadena ligera de la

secuencia de referencia de Cambridge (Anderson et al. 1981).
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Las enfermedades mitocondriales asociadas a mutaciones y deleciones del mtDNA tienen como
caracteristica la gran heterogeneidad de las manifestaciones clinicas que presentan. Una mutacion
concreta en el mtDNA puede producir fenotipos muy variables y mutaciones diferentes pueden
provocar sintomas similares. Tanto las deleciones como las mutaciones puntuales que afectan a
genes de tRNA y rRNA pueden alterar la sintesis proteica mitocondrial. En general las enfermedades
con estas alteraciones se presentan como enfermedades multisistémicas, con acidosis lactica y
fibras rojas desestructuradas. A diferencia de la diversidad de la expresion fenotipica que
caracteriza a las mutaciones del mtDNA, las mutaciones en el nDNA responsables de enfermedades

mitocondriales causan un fenotipo bien definido desde un punto de vista clinico.

Hasta el momento los Unicos complejos de la CRM en los cuales se han descrito mutaciones
patogénicas en el DNA nuclear son el I, el Il y el IV. Respecto al complejo IV, ninguna mutacion
afecta directamente a subunidades del complejo sino a proteinas necesarias para el ensamblaje de
las subunidades. La falta de mutaciones en subunidades de los complejos Ill, IV y V codificadas por
el nlcleo quiza se debe a que estas mutaciones podrian ser incompatibles con la vida. Las
actividades de los complejos | y Il son paralelas, de forma que si una falla, la CRM puede seguir
funcionando mediante la accion de la otra. En cambio, los complejos Ill, IV y V tienen un papel

Unico y secuencial en la CRM y la fosforilacion oxidativa (figura 10).

Existe otro tipo de alteracion del mtDNA que se denomina deplecion. El sindrome de deplecion
supone una reduccioén en el contenido de moléculas de mtDNA que en algunos casos alcanza el 90%
respecto a individuos control de edad similar. Los mecanismos moleculares responsables de este
fenomeno no se conocen, pero cualquier defecto en algiin momento de la replicacion puede alterar
el nimero de copias de mtDNA (Hirano et al. 2000). Las moléculas de mtDNA residuales en el
sindrome de deplecion son normales. No presentan deleciones ni mutaciones puntuales, lo cual hace
pensar que la deplecion no es consecuencia de otro proceso patogénico sino precisamente causa de

enfermedad.

Existe una serie de enfermedades asociadas a la deplecion del mtDNA y deleciones mdltiples que
se consideran el resultado de alteraciones en la comunicacion entre el nlcleo y la mitocondria, en
concreto entre sus genomas. Se cree que en estas enfermedades las mutaciones en el nDNA
interrumpen el intercambio normal que controla la integridad y cantidad de mtDNA. La primera
enfermedad de este tipo, la PEO (Progressive External Ophtalmoplegy) autosémica dominante, fue

descrita en el afo 1989 (Zeviani et al. 1989) y actualmente se conoce alrededor de una decena mas.
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6. Mitocondria y enfermedad de Alzheimer

El envejecimiento afecta negativamente a diversas funciones mitocondriales y es el
factor de riesgo mas importante en la EA. El descenso del potencial de membrana
mitocondrial, irregularidades en la cadena respiratoria y disminucion en la
producciéon de ATP son algunas consecuencias negativas que acarrea la disfuncion
mitocondrial. Estas alteraciones pueden intervenir en los procesos que conducen a
la muerte neuronal, especialmente en situaciones en las que las células estan
sometidas a un gran estrés oxidativo como el que se ha descrito para la EA.

6.1. Enfermedades neurodegenerativas vy disfuncion
mitocondrial

A lo largo de las Gltimas décadas se han identificado las bases genéticas fundamentales de
diversas enfermedades neurodegenerativas, entre las que se encuentran la enfermedad de
Huntington (EH), la ataxia de Friedreich, la paraplegia espastica hereditaria y formas familiares de
la enfermedad de Parkinson (EP), la EA y la esclerosis lateral amiotrofica (ELA). Sin embargo, las
etiologias de algunas de las enfermedades neurodegenerativas mas frecuentes como la EAE, la EP y
la ELA no son todavia completamente conocidas. A pesar de las diferencias clinicas que existen
entre estas enfermedades, presentan una caracteristica general: el déficit energético, lo que indica
la existencia de un mecanismo comun en la neurodegeneracion basado en una alteracion subyacente
del metabolismo energético mitocondrial. El origen de estas anomalias del metabolismo
mitocondrial puede variar segun la enfermedad. En la tabla 6 se muestra la clasificacion de algunas
enfermedades neurodegenerativas atendiendo al origen de los defectos genéticos identificados

relacionados con la mitocondria.

La fosforilacion oxidativa genera la mayor parte del ATP celular y cualquier alteracion en la
capacidad de la mitocondria para producir esta energia puede tener consecuencias fatales, no solo
debido a la falta primaria de ATP, sino también al desequilibrio indirecto que se ocasionaria en las
funciones derivadas, como la produccion de moléculas ROS, el mantenimiento del organulo, la
regulacion de la apoptosis y la homeostasis celular del calcio y de la glucosa (Duchen 1999; Wallace
2001). La alteracion en la produccién de ATP podria ser el evento a partir del cual se activarian
diferentes mecanismos de sefializacion celular (Beal 2000). En el esquema de la figura 13 se pueden
observar algunos de los mecanismos relacionados con la mitocondria implicados en la

neurodegeneracion.

6.2. El estrés oxidativo en la EA

Clasicamente el estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la generacion y la
eliminacion de ROS y de especies de nitrogeno reactivas (RNS). En un principio estas moléculas se

consideraban exclusivamente perjudiciales para las células, pero actualmente se reconoce que la
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regulacion del estado redox, en el que estan implicadas moléculas ROS, es clave en la modulacion
de diversas funciones celulares criticas (Scandalios 2002): activacion de la cascada MAP-kinasa,
transporte de iones, movilizacion de calcio, apoptosis, etc. Cuando se produce el estrés oxidativo
las células trabajan para contrarrestar el efecto oxidante y restaurar el estado redox mediante
respuestas adaptativas. La regulacion de los genes que codifican las proteinas implicadas en esta
respuesta esta muy bien coordinada para adaptarse al cambio ambiental que se produce (Cassarino
et al. 1999).

TABLA 6. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS CON IMPLICACION MITOCONDRIAL.

Enfermedades neurodegenerativas causadas por: Gen mutado
Mutacion primaria en el mtDNA

Sindrome de Leigh Cox Ill, ND5, tRNAT™P, tRNAYa!
Subunidades complejo |
codificadas por el mtDNA

LHON/Parkinsonismo/Distonia

Enfermedad de las neuronas motoras Cox |
NARP/MILS ATPasa 6
Parkinsonismo rRNA 12S

Mutaciones en genes nucleares de proteinas mitocondriales que afectan sistema OXPHOS

Subunidades Complejo |
codificadas por el nDNA

Sindrome de Leigh con deficiencia en complejo |

Sindrome de Leigh con defifciencia en complejo Il Flavoproteina SDH

Sindrome de Leigh Con deficiencia en complejo IV SURF1, SCO2

Sindrome de Leigh con deficiencia PDH Subunidad E1- a de la PDH
Mutaciones en genes nucleares de otras proteinas mitocondriales

ELA Cu, Zn-SOD

Ataxia de Friedreich Frataxina

Paraplejia espastica hereditaria Paraplegina, HSP60

Sindrome Mohr-Tranebjaerg TIMM8A

Enfermedad de Wilson Co-transportador ATPasa (ATP7B)
Mutaciones en genes nucleares de proteinas no mitocondriales

EA PPA, PSEN1, PSEN2

EH Huntingtina

EP Parkina, a-sinucleina

PSP (paralisis progresiva supranuclear) Proteina tau
Implicacién mitocondrial secundaria

EAE Desconocido

ELA esporadica Desconocido

EP esporadica Desconocido

Modificado a partir de Schon et al (Schon et al. 2003).

Una célula utiliza 10" moléculas de O, de media al dia. Se estima que el 1% del oxigeno molecular
respirado forma iones O,’, lo que quiere decir que aproximadamente se producen 10" especies de
radicales libres por célula al dia. La produccion de radicales libres en las neuronas se considera que
es aun mas elevada debido a su alto consumo de oxigeno; el cerebro utiliza el 20% del oxigeno basal

a pesar de constituir solamente el 2-3% de la masa corporal total. Las lesiones oxidativas se
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encuentran agravadas por factores como la edad, la demanda metabdlica y/o condiciones

patogénicas como la EA, en los cuales la mitocondria esta implicada.

Alteraciones mtDNA

(Mutaciones, reordenamientos, e ——
deplecion, expresion reducida,
transcripcion?)

Mecanismos
protectores
antioxidantes

+/-:

DEFECTOS OXPHOS
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FIGURA 13. MECANISMOS MITOCONDRIALES IMPLICADOS EN
LA EA.

Los defectos de la CRM pueden desencadenar diversas
respuestas celulares que pueden conducir a la muerte celular.

El endotelio de los pequefos vasos sanguineos cerebrales es mucho menos permeable que otros
endotelios vasculares, aunque moléculas esenciales como la glucosa y diversas moléculas lipidicas
solubles pueden penetrar. Muchas moléculas son excluidas del cerebro mediante la denominada
barrera hematoencefalica. Esta barrera también impide la circulacion de fagocitos en un cerebro
sano. Estas caracteristicas anatomicas y fisiologicas confieren mayor sensibilidad al estrés oxidativo
al sistema nervioso central. El equilibrio oxidativo intracelular esta finamente regulado, por tanto
cabria esperar la activacion de mecanismos de respuesta adaptativa ante la aparicion del estrés.
Uno de los primeros trabajos sobre estrés oxidativo en la EA hablaba de la induccion de la via de las
pentosas (Martins et al. 1986). Las moléculas NAPDH son esenciales para mantener adecuadamente
las defensas oxidativas. Los ultimos descubrimientos sobre la induccion de la enzima dependiente
de NADPH hemo-oxigenasa-1 (HO-1), la enzima limitante para la transformacion del grupo hemo
pro-oxidante a bilirrubina antioxidante, respaldan la teoria que propone que en la EA existe una

defensa antioxidante activa (Premkumar et al. 1995). Como la induccion de HO-1 se encuentra
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sincronizada con la acumulacion de proteina tau en las neuronas, la reduccion del dafno oxidativo en
neuronas con depositos de tau puede ser parte de esa respuesta defensiva (Takeda et al. 2000a;
Takeda et al. 2000b). Otra de las consecuencias derivadas del incremento en la generacion de
NAPDH es el aumento de glutation y grupos sulfhidrilo libres. Estos Gltimos se encuentran en mayor
cantidad especificamente en neuronas vulnerables ya que los grupos sulfhidrilo constituyen el
componente mayoritario de las defensas celulares antioxidantes frente a ROS y metabolitos
secundarios (Russell et al. 1999). La induccion de las enzimas superdxido dismutasa dependiente de
Cu/Zn, catalasa, GSHPx, GSSG-R, peroxiredoxinas, diversas proteinas “heat shock” y su relacién con
los ovillos neurofibrilares proporciona mas pruebas de que las neuronas movilizan sus defensas
antioxidantes en respuesta al aumento del estrés oxidativo (Pappolla et al. 1992; Aksenov et al.
1998; Lee et al. 1999; Takeda et al. 2000b).

6.2.1. Radicales libres

La hipotesis de los radicales libres y el envejecimiento (Harman 1992) plantea que la acumulacion
de radicales libres durante la vida ocasionaria daio a los principales componentes de la célula:
nucleo, mtDNA, membranas y proteinas citoplasmaticas. Muchos autores sugieren que el
desequilibrio entre la generacion de radicales libres y las defensas antioxidativas estaria implicado
en la patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas. El hecho de que la edad sea el
factor de riesgo mas importante en la EA esporadica refuerza la teoria segin la cual los radicales
libres juegan algun papel. Existe un gran nimero de trabajos que sugieren que los radicales libres y
la consecuente disfuncion mitocondrial estan relacionados con procesos caracteristicos de la EA
(Blass et al. 1991; Beal 1996; Munch et al. 1997; Munch et al. 1998; Christen 2000; Smith et al.
2000; Castellani et al. 2002; Mattson et al. 2002). Ademas se originaria un “circulo vicioso” ya que
al ser la mitocondria la mayor productora de ROS su exposicion a los radicales libres seria mayor,
aumentando su vulnerabilidad al dafo oxidativo; el dafo causado al mtDNA afectaria al
funcionamiento de la cadena respiratoria, la cual produciria mas cantidad de radicales libres
potencialmente perjudiciales. El funcionamiento irregular de la cadena respiratoria, la disminucion
en la produccion de ATP y la alteracion del potencial de membrana son consecuencias
caracteristicas del estrés oxidativo provocado por los radicales libres. Ademas estos eventos
constituyen factores decisivos en la muerte celular, se refuerzan entre ellos y promueven el circulo

vicioso entre estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y muerte celular.

El sistema OXPHOS de la mitocondria es la mayor fuente de radicales libres y es también diana del
dafno oxidativo. Los radicales H,0,, OH  y O,” son producto del proceso normal de respiracion
(Boveris 1977). Si se inhibe el transporte de electrones, estos se acumulan en los pasos iniciales de
la CRM, en el Complejo | y en la Coenzima Q, donde pueden ser cedidos directamente al oxigeno
molecular para generar el radical superoxido O,". El anidn superdxido se detoxifica mediante la
enzima mitocondrial superdxido dismutasa para dar H,0,. El peroxido de hidrégeno puede ser
reducido a agua mediante la glutation peroxidasa o catalasa, o bien puede producir un radical ain

mas peligroso, el radical hidroxilo (OH-) (ver figura 14). Este radical es extremadamente reactivo y
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puede reaccionar con muchas macromoléculas. Ademas, el H,0, puede ser convertido en el radical
toxico hidroxilo en presencia de metales de transicion reducidos a través de la reaccion de Fenton,
proceso que ha sido detectado en la alteracion neurofibrilar de la EA asi como en la EP (Smith et al.
1997a; Castellani et al. 2000).

CRM—> e+0, =—> o-

(i6n superoxido)

P
Y

Peroxidacion lipidica OH- Fe HO
Hidroxilacion DNA 2Y2

&
R By,
H,0 H,0
GSSG « GSH

FIGURA 14. ROS Y DEFENSAS CELULARES.

Produccion de ROS por la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) y
respuesta de las proteinas codificadas por el nicleo responsables de
la defensa antioxidante. SOD: Superoxido Dismutasa; GSH Px:
Glutation Peroxidasa; GRD: Glutation Reductasa. Adaptado de
(Cassarino et al. 1999).

Cuando la CRM se encuentra dafada o inhibida, la produccién de ROS puede aumentar. La
exposicion cronica a ROS acarrea la aparicion de dafo oxidativo en proteinas, lipidos y acidos
nucleicos mitocondriales y celulares. El trastorno de la CRM también esta implicado en la
generacion de RNS, como por ejemplo el 6xido nitrico, que puede derivar a peroxinitrito (ONOO),
capaz de inhibir a la COX. Las defensas antioxidantes celulares (por ejemplo proteinas tiol,
glutation reducido, a-tocoferol) y las enzimas secuestradoras (catalasa, GPx, MnSOD, Cu/ZnSOD)
ofrecen proteccion contra la acumulacion deletérea de ROS. A pesar de que estas defensas
restringen el dafio potencial que causaria la produccion de ROS y RNS, si estas moléculas toxicas se
generan continuamente, como parece ser el caso de la EAE, los mecanismos defensivos se
encontrarian superados, iniciando la secuencia de efectos perjudiciales que finalizan con la muerte

celular por apoptosis o por necrosis.

6.2.1.1. Alteraciones oxidativas en la EA

Existen diversos trabajos que apuntan que los primeros cambios neuronales caracteristicos de la
EA muestran evidencias de dano oxidativo (Perry et al. 1998; Nunomura et al. 2000; Nunomura et

al. 2001; Pratico et al. 2001), lo cual indicaria que el estrés oxidativo representa una contribucion
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temprana a la enfermedad. Esta contribucion esta sustentada ademas por el efecto del tratamiento
clinico contra el estrés oxidativo que parece reducir la incidencia y severidad de la EA (Sano et al.
1997; Stewart et al. 1997). El examen realizado por Nunomura y colaboradores de la relacion
espacio-temporal existente entre la presencia de modificaciones oxidativas y las lesiones
caracteristicas de la EA en etapas iniciales indica que muchos de los marcadores de dafno oxidativo
estan presentes en neuronas cuando aun no presentan alteracion neurofibrilar (Nunomura et al.
1999). También en el citoplasma de células neuronales de casos de sindrome de Down —el cual
presenta un componente neurodegenerativo similar al que se da en la EA— en su primera y segunda
década de vida hay una acumulacion notable de 8-hidroxil-2-deoxiguanosina (8-OHdG) vy
nitrotirosina. Esta acumulacion precede temporalmente al depdsito de péptido amiloide en la EA
(Nunomura et al. 2000). Un estudio longitudinal con un modelo transgénico del sindrome de Down
ratifica esta observacion, ya que la peroxidacion lipidica esta significativamente aumentada en los
ratones Tg2576 de 7-8 meses de edad, precediendo aparentemente a cualquier depdsito amiloide o

incremento en la cantidad del péptido amiloide (Pratico et al. 2001).

El dafo oxidativo ha sido documentado mediante la deteccion de diversos marcadores de estrés
oxidativo, en la tabla 7 se muestra un resumen de los marcadores detectados. Parece claro que en
el cerebro de pacientes con EA hay signos evidentes de modificaciones oxidativas y parece ser que
el dano oxidativo y el defecto en la funcion mitocondrial serian sucesos tempranos en la EA
(Nunomura et al. 2001; Castellani et al. 2002). Estudios inmunohistoquimicos han demostrado la
presencia de productos de estrés oxidativo en placas seniles y en ovillos neurofibrilares. Se han
detectado marcadores de peroxidacion lipidica y de oxidacion del DNA en elevadas cantidades en el
fluido cerebroespinal y en el cerebro de pacientes con EA. También se ha descrito la presencia de
marcadores de respuesta inflamatoria (cadena del complemento, citoquinas, reactivos de fase
aguda, proteasas) en la EA. El analisis de muestras de cerebro de pacientes con EA por Hirai y
colaboradores mediante técnicas de hibridacion in situ, inmunocitoquimica y morfometria revelo
mas evidencias de alteraciones estructurales en la mitocondria (Hirai et al. 2001). En el examen
ultraestructural de necropsias observaron un aumento de mtDNA y proteina mitocondrial citocromo
oxidasa en vacuolas asociadas a lipofucsina, un tipo de vacuola propuesto como el lugar de
degradacion mitocondrial por autofagia (Brunk et al. 1992). La morfometria de los organulos
demostrd una reduccion significativa de las mitocondrias en neuronas vulnerables en la EA (las que
presentan mayor estrés oxidativo, indicado por la presencia aumentada de 8- hidroxiguanosina y
nitrotirosina). Estos experimentos mostraban que en la EA las neuronas vulnerables tenian mas
productos de degradacién mitocondrial, sugiriendo o bien una tasa de recambio mitocondrial
mediante autofagia mayor o bien una reduccion en el recambio proteico que acarrea la acumulacion
de mtDNA y proteina mitocondrial en los lisosomas. Ademas, la COX necesita estar unida a la
membrana para funcionar, por lo que estos resultados serian consistentes con la baja actividad de

algunas enzimas en la EA (Wong-Riley et al. 1997).
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TABLA 7. MOLECULAS DANADAS POR EL ESTRES OXIDATIVO EN LA EA

Molécula Ac. Nucleicos Proteinas Lipidos Azlcares

. Oxidacion . L
Tipo de Roturas, ) Peroxidacion Glicosilacion,
- 1 disminucion .. 3 . RPN
dafo mella’s lipidica glicooxidacion

enzimas sensibles?
Grupos carbonilo,

Marcadores 8-OHdG residuos de tirosina
nitrados

HNE, TBARS,

MDA, isoprostano AGEs

1 (Mecocci et al. 1994; Mecocci et al. 1997; Nunomura et al. 1999; Nunomura et al. 2000; Nunomura et al. 2001)

2 (Good et al. 1996; Smith et al. 1996; Smith et al. 1997b)

Alguna de las proteinas oxidadas se han identificado recientemente y resulta destacable que muchas son enzimas
relacionadas con la produccion de ATP o implicadas en la glucdlisis (Castegna et al. 2002a; Castegna et al. 2002b;
Castegna et al. 2003)

3 (Sayre et al. 1997; Butterfield et al. 2001).

Acido tiobarbittrico (TBARS), malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-2-transnonenal (HNE).

4 La cantidad de productos finales de glicosilacion y glicooxidacion esta incrementada (Smith et al. 1994; Vitek et
al. 1994; Smith et al. 1995; Castellani et al. 2001). Advanced Glycation End products (AGEs).

Para algunos autores el dafno oxidativo se limita a unas neuronas, las mencionadas anteriormente
como neuronas vulnerables (Nunomura et al. 1999; Hirai et al. 2001). Las células no neuronales
también pueden mostrar cambios en la mitocondria. Stewart y colaboradores realizaron estudios de
morfometria con células endoteliales que mostraron una reduccion significativa de las mitocondrias
(Stewart et al. 1992). También se han visto anomalias mitocondriales en fibroblastos y en otros
tipos celulares obtenidos de pacientes con EA (Blass et al. 1990; Blass et al. 1991). Los cambios
descritos en estos trabajos reflejan que hay diferentes categorias de neuronas afectadas por
anomalias mitocondriales. La interpretacion de estos cambios es consistente con los
descubrimientos realizados en cibridos que muestran que mitocondrias derivadas de células no
neuronales de pacientes con EA presentan deficiencias energéticas sustanciales (Ghosh et al. 1999;
Khan et al. 2000; Trimmer et al. 2000; Trimmer et al. 2004).

La oxidacion del mtDNA y, en menor medida el DNA nuclear, se ha observado en el cortex parietal
de pacientes con EA (Mecocci et al. 1994) aunque también se ha visto en personas de edad avanzada
sin EA (Lyras et al. 1997). La oxidacion de proteinas también se ha descrito en personas mayores
con y sin EA, pero parece que en pacientes de EA esta oxidacion es mas acusada en las regiones que
contienen las alteraciones histopatoldgicas mas severas (Hensley et al. 1995). En el cerebro de
pacientes con EA muchos estudios han revelado indicios de que la peroxidacion lipidica se encuentra
aumentada, especialmente en el lObulo temporal, lugar en el que las modificaciones
histopatoldgicas son considerables (Palmer et al. 1994; Lovell et al. 1995; Marcus et al. 1998). Estas
observaciones no han sido corroboradas en otros estudios en los que no se hallaron diferencias
respecto al nivel basal de peroxidacion (Hayn et al. 1996; Lyras et al. 1997). Ramassamy Yy

colaboradores han sugerido que estas inconsistencias podrian estar relacionadas con el genotipo de
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APOE (Ramassamy et al. 1999). Los pacientes con el alelo €4 serian mas susceptibles a la

peroxidacion que los que no lo tuvieran.

Se ha demostrado en el sindrome de Down que la muerte neuronal ocurre de acuerdo con
procesos de apoptosis relacionados con el aumento de la peroxidacion lipidica y puede ser detenida
mediante la accion de la enzima catalasa y de secuestradores de radicales libres (Busciglio et al.
1995). El fendmeno de la lipoperoxidacion podria tener una influencia importante en la patogenésis

de la EA al compartir un patron de neurodegeneracion similar al del sindrome de Down.

Los efectos de los radicales libres sobre las membranas fosfolipidicas podrian ser importantes
porque algunas alteraciones de las membranas serian especificas en la patogenésis de la EA (Nitsch
et al. 1992). Markesbery demostro que la peroxidacion lipidica es la causa mas importante de dafo
a las membranas fosfolipidicas en la EA (Markesbery 1997). Experimentos con la molécula 4-hidroxi-
2-transnonenal (HNE) han evidenciado su toxicidad en cultivos de células de hipocampo (Mark et al.
1997). Esta molécula de tipo a,B-aldehido es altamente reactiva, se cree que causa la muerte
neuronal mediante la alteracion de las bombas ATPasas implicadas en la transferencia de iones y en
la homeostasis del calcio (Markesbery 1997). El aumento de concentracion de calcio por si mismo
puede iniciar una cascada de sucesos, provocando el incremento en la cantidad de ROS y la muerte
celular (Mattson 1995). Otras pruebas que apoyan este vinculo entre regulacion del calcio y
radicales libres provienen de estudios que muestran que el flujo de calcio dependiente de
glutamato esta asociado con la produccion de radicales libres por la mitocondria (Dugan et al. 1995;
Reynolds et al. 1995). El acido nitrico y el peroxinitrito parece que intervienen de forma crucial en
la excitotoxicidad asociada con la activacion del receptor de glutamato del tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA). En experimentos con ratones se observo que las células de animales deficientes en la

enzima oxido nitrico sintasa eran resistentes a la toxicidad inducida por NMDA (Dawson et al. 1996).

Algunos autores han descrito la presencia de concentraciones elevadas de F,-isoprostano en el
fluido cerebroespinal de pacientes con EA (Montine et al. 1998). Esta molécula se produce mediante
la peroxidacion del acido araquidénico mediada por radicales libres, independientemente de la
enzima ciclooxigenasa. Este descubrimiento indica que la peroxidacion lipidica puede estar
aumentada en la EA y ademas sefala un posible uso de la cuantificacion de F,.isoprostano del fluido

cerebroespinal como biomarcador de la enfermedad.

El aumento de marcadores de dafo oxidativo en la EA puede no ser necesariamente una sefal de
que exista una brecha en las defensas oxidativas, sino que podria indicar una etapa nueva en la
consolidacion de defensas de mayor estabilidad. El equilibrio dinamico que existe entre el dafo
oxidativo y las respuestas compensatorias puede ser responsable de un cambio en la homeostasis

celular, lo que parece ser probablemente el caso de la EA (Zhu et al. 2004).

6.2.2. Placas, ovillos y estrés oxidativo

Se ha descrito que el péptido amiloide y los defectos mitocondriales se encuentran relacionados

en la etiologia de la EA de inicio tardio (Bozner et al. 1997; Hashimoto et al. 2003; Abramov et al.
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2004). También se ha propuesto que el péptido AB seria un sistema de defensa antioxidante que
protegeria las sinapsis neuronales del dafio oxidativo, pero cuando la concentracion de péptido AB
aumentase por encima de un limite el péptido se agregaria y tendria propiedades pro-oxidantes
toxicas (Huang et al. 1999). Por otro lado, también se ha descrito que el péptido AB entra en la
mitocondria y se une a la enzima alcohol deshidrogenasa. Esta accion provoca un incremento en la
produccion de ROS y favorece la liberacion de citocromo c, presumiblemente mediante la activacion
del poro de transicion mitocondrial (MtPTP) (Lustbader et al. 2004). Un factor de complejidad
anadido es el hecho de que el péptido amiloide en presencia de iones donadores/aceptores de
electrones favorece la produccion de H,0, en exceso (Connor et al. 1995). A pesar de que la
formacion de radicales reactivos hidroxilo mediante la interaccion entre H,0, e iones metalicos
constituye una amenaza para las células neuronales debido al dafio que causa sobre importantes
macromoléculas, las respuestas compensatorias provocadas por H,0, proporcionan a la célula algin

mecanismo protector para proteger a la neurona de las agresiones oxidativas.

El estrés oxidativo, como suceso temprano en la patogénesis de la EA, interviene
significativamente en el desarrollo de la enfermedad. A través de la liberacion del exceso de H,0,
las mitocondrias provocan una serie de interacciones entre iones donadores/aceptores de electrones
y elementos de respuesta al estrés oxidativo (figura 15). El péptido AB y la proteina tau propician la
aparicion de estrés oxidativo en cultivos celulares. Las células tratadas presentaban mas
marcadores de daino oxidativo que células control (Gibson et al. 1997; Kuperstein et al. 2002;
Stamer et al. 2002). El dafo oxidativo ocasionado por el péptido amiloide es objeto de controversia,
ya que los estudios in vitro indican una fuerte asociacion entre el péptido y aumento del dafo
oxidativo (Bozner et al. 1997), mientras que estudios in vivo apuntan a una menor presencia de
dafo oxidativo en zonas con mayor cantidad de péptido, lo cual indicaria un papel protector contra
el dano oxidativo (Smith et al. 2002).

Un examen restringido a la relacién espacio-temporal existente entre la presencia de
modificaciones oxidativas y las lesiones caracteristicas de la EA (placas y ovillos) revela una curiosa
paradoja. Se ha visto que mientras productos estables de glicosilacion se encuentran
predominantemente asociados a ovillos neurofibrilares y depdsitos de péptido AB (Smith et al.
1994), productos de tipo reversible o de degradacion rapida se encuentran principalmente en el
citoplasma de neuronas vulnerables. Estos datos indicarian que el daino oxidativo no esta restringido
a lesiones irreversibles: los casos de EA con los depositos de péptido amiloide mas extensos
muestran menos cantidad de 8-OHdG y las neuronas que contienen ovillos también presentan los
niveles de 8-OHdG significativamente mas bajos, a pesar de padecer un historial obvio de dafho
oxidativo (detectable mediante el aumento de AGE o de peroxidacion lipidica) (Nunomura et al.
2000). Esto indicaria que las placas y los ovillos son respuestas celulares compensatorias al aumento
de estrés oxidativo asumiendo una funcion antioxidante. Estas razones explicarian porqué hay
neuronas con ovillos que sobreviven durante décadas (Morsch et al. 1999). La hipdtesis por la cual el
péptido amiloide y la proteina tau serian respuestas que reducirian el dafio oxidativo actuando como

secuestradores de radicales libres es coherente con la localizacion en la membrana mitocondrial
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externa del progenitor del péptido amiloide, la proteina precursora amiloide y también de la
apolipoproteina E (Han et al. 1994). Asimismo las mitocondrias estan situadas en las proximidades
de microtibulos que contienen proteina tau. Los microtibulos poseen la capacidad de mover a las
mitocondrias dentro de las neuronas. Un producto oxidativo importante en la EA son los residuos de
nitrotirosina, los cuales se ha descrito que puede producir el desensamblaje de microtibulos
(Eiserich et al. 1999). En las neuronas se produce una reduccion de la mitad de los microtibulos
previa a los cambios originados por tau (Cash et al. 2003). Esto refuerza la idea de que se produce
una respuesta coordinada contra el estrés oxidativo. Segln esta teoria, las anomalias principales
observadas en la EA regularian y mantendrian el funcionamiento del metabolismo mitocondrial
mediante la limitacion del dafio oxidativo. Si el sistema “defensivo” funcionase perfectamente, el
dafio oxidativo quedaria limitado a niveles fisiologicos tolerables. Esta seria la explicacion de
porqué, sorprendentemente, los casos de EA con los depdsitos de péptido amiloide mas extensos

presentan cantidades de 8-dOHG comparables a las de individuos control.

Fe2+ (@) quelado por la
agregacion de péptido amiloide
y N
Py BN

’

wm—p H,0, ====p SAPKs Adaptacion:tau
enzimas antioxidantes

lones
donadores/aceptores

de electrones Radicales Dafio __—m , Muerte
libres oxidativo neuronal

FIGURA 15. El péptido amiloide produce estrés oxidativo.

Esquema que explica la sefalizacion celular mediante la que el péptido
amilode produciria estrés oxidativo (SAPK: stress activated protein kinase).
Basado en (Zhu et al. 2004).

La complejidad para establecer definitivamente una relacion entre la muerte neuronal y las
alteraciones caracteristicas de la EA (placas y ovillos) ha hecho pensar a algunos investigadores que
el punto final de la enfermedad podria no ser la muerte, sino causar la disfuncion neuronal. Esta
idea se apoya en que a pesar de que muchas veces la pérdida neuronal es muy amplia, en general

no es superior a la observada en personas de edad avanzada que no sufren la EA (Cras et al. 1995).
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6.2.3. APOE y la glutation reductasa

El genotipo APOE, el factor genético de mayor riesgo en la EA, determina las combinaciones de los
aminoacidos de las posiciones 112 y 158 de la proteina a sintetizar. El alelo €2, descrito como
protector y poco frecuente en la EA, contiene dos cisteinas (ver figura 8). El mas comidn es el
alelog3 con una sola cisteina, mientras que el alelo €4 no contiene ninguna y es el factor de riesgo
de la EA. Aquellos pacientes con APOE4 desarrollan la EA antes que otros pacientes y son los casos
en que se encuentran los mayores depdsitos amiloides. Si se considera que el glutation, un
“almacén” de cisteinas, y el ciclo de la glutation reductasa (ver figura 14) intervienen de forma
crucial en el mantenimiento de la integridad de las membranas (Cooper et al. 1997). Es interesante
sefalar que la actividad especifica antioxidante del alelo de APOE (g2 > €3 > £4) es proporcional al
numero de cisteinas que contienen (Miyata et al. 1996). Una posibilidad que implica a APOE en las
anomalias mitocondriales seria que las proteinas de APOE que tuviesen cisteinas transportasen
equivalentes reductores desde mitocondrias dahadas a otros compartimentos celulares, permitiendo
a aquellas mantener su funcion metabolica. APOE4 no participaria en este transporte al no contener

ninguna cisteina y por lo tanto no podria prevenir la alteracion del metabolismo.

6.2.4. Estrés oxidativo y muerte neuronal

El estrés oxidativo observado no es el causante por si solo de ninguna enfermedad
neurodegenerativa, pero esta implicado en los procesos de excitotoxicidad y apoptosis, los dos
principales causantes de la muerte neuronal. Las moléculas ROS y RNS estan implicadas en ambos
procesos (Kruman et al. 1998; Kokoszka et al. 2001). En enfermedades neurodegenerativas cronicas
el proceso principal de muerte celular es la apoptosis. El proceso apoptotico consiste en una
cascada bioguimica que produce la activacion de proteasas que destruyen moléculas necesarias para
la vida celular. Esta cascada a su vez activa otra serie de moléculas que intervienen en el programa
de muerte celular. Durante estos procesos la mitocondria juega un papel importante y junto a la
estimulacion glutaminérgica, un fendmeno llamado excitotoxicidad, llevan a un aumento de la
cantidad de calcio en las neuronas asi como a la apoptosis. La relacion entre estos mecanismos se
puede observar en la figura 16. Esto se ha demostrado en un modelo de raton transgénico de ELA
(Drachman et al. 2002). Se observé que la inhibicion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) protegia las
neuronas motoras de estos ratones, prolongandoles la vida. La enzima COX-2, presente en neuronas
espinales y astrocitos, cataliza la sintesis de la prostaglandina E2, encargada de estimular la
liberacion de glutamato por parte de astrocitos. Ademas COX-2 interviene en la produccion de

citoquinas proinflamatorias y ROS.
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FIGURA 16. El déficit de ATP esta relacionado con la excitotoxicidad
y la apoptosis.

El déficit en el metabolismo energético mitocondrial podria alterar los
mecanismos de regulacion del calcio y el funcionamiento de las
bombas de membrana, activando senales de muerte celular (Emerit et
al. 2004).

6.2.5. Excitotoxicidad

El dano oxidativo en la EA puede ser consecuencia de la alteracion mitocondrial (Beal 1995;
Mattson et al. 1995), de la presencia del péptido AB (Hensley et al. 1994; Mattson 1997) y del
reclutamiento de células de la glia y su activacion (Halliwell et al. 1999; Rosenberg 2000). Estos
hechos inducirian a un aumento en la concentracion de calcio intracelular y a la excitotoxicidad de
las neuronas. La muerte por excitoxicidad en la EA explicaria la degeneracion sinaptica que causa

uno de los sintomas tipicos de la EA como es la pérdida de memoria (Selkoe 2002).

La excitotoxicidad se puede definir como el proceso en el que hay una activacion excesiva de los
receptores de glutamato. El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio y su interaccion
con receptores especificos de membrana es la responsable de algunas funciones neurologicas:
cognicion, memoria y sensacion. En varios desordenes neurodegenerativos la activacion excesiva de
estos receptores media la aparicion de lesiones neuronales o de la muerte celular (Lipton et al.
1994). Este tipo de lesion parece estar predominantemente caracterizada por el aumento de la
concentracion de Ca®* en el interior de la neurona. La activacién de los receptores ionotropicos de

glutamato dispara la entrada de calcio intracelular. Estos receptores se pueden clasificar en tres
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grandes grupos segln su agonista: NMDA, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoaxolopropionato (AMPA) y

kainato.

La concentracién de calcio intracelular es importante para diversos procesos fisioldgicos, pero su
exceso puede provocar sobre-estimulacion de la actividad normal, lo cual causaria dafos a la
neurona. El aumento neuronal de calcio puede activar una serie de enzimas: proteina kinasa C,
proteasas, fosfatasas, fosfolipasas, oxido nitrico sintasa (NOS), xantina oxidasa (Lipton et al. 1994).
Las tres Gltimas producen ROS y RNS mediante la activacion de la cascada del acido araquidonico.
Para mantener una concentracion baja, las neuronas deben producir la energia metabdlica
necesaria para que las bombas de transporte del reticulo endoplasmatico, de la membrana
plasmatica y de la mitocondria funcionen adecuadamente y colaboren a mantener una homeostasis
correcta del calcio (Halliwell 1999). Una disfuncion mitocondrial que provocase una reduccion en el
ATP podria contribuir a producir lesiones excitotoxicas in vivo. En la figura 17 se muestra un
esquema de los sucesos implicados que conducirian al aumento de ROS y RNS. La excitotoxicidad y
el deterioro mitocondrial se encuentran unidos estrechamente en los casos en que hay un
desequilibrio en el metabolismo energético (Beal 1992, 2000). Por ejemplo la deficiencia en
tiamina, que origina la encefalomiopatia de Wernicke, tiene como consecuencias un descenso en el
consumo de glucosa en el cerebro y un desajuste en la produccion energética mitocondrial. El

progreso de las lesiones se detiene mediante la administracion de farmacos antagonistas de NMDA.

Terminal pre-sinaptica Dendrita post-sinaptica

Despolarizacion

A %) A mitocondrial ~
0 0 m—— . . Caspasag. DANO APOPTOSIS
0 @ DNA
\ Activacion de
caspasas, enzimas: ..
2 NO, ROS Inflamacién
S Glutamato

PEPTIDO AMILOIDE . DANO
ESTRES OXIDATIVO MEMBRANA

FIGURA 17. EA, mitocondria y muerte neuronal.

Procesos patogénicos que finalmente conducen a la muerte neuronal: la disfuncion
mitocondrial es clave en la degeneracion sinaptica. Modificado a partir de (Eckert et
al. 2003).
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6.2.6. Apoptosis

Ademas de ser la fabrica de energia de la célula, la mitocondria se encuentra estrechamente
implicada en diversas vias de muerte celular. Algunas de las sefales de muerte celular mas potentes
y también algunos de los agentes mas activos en la supervivencia celular pertenecen a la familia de

proteinas Bcl-2.

Se conocen por lo menos tres mecanismos generales en los que participa la mitocondria que estan

implicados en la apoptosis. Estos tres mecanismos pueden estar interrelacionados:
> Interrupcion del transporte de electrones
> Alteracion del potencial redox celular
> Liberacion de factores promotores de la activacion de caspasas (por ejemplo citocromo c)

Defectos en la funcion mitocondrial, la apoptosis y una sobreproduccion de ROS son tres
mecanismos patogénicos comunes en el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas
como EA, EP y ELA (Emerit et al. 2004). La peroxidacion lipidica y la cantidad de iones superoxido
se encuentran incrementados cuando la célula entra en apoptosis, pero parece ser que estos hechos
intervendrian en fases tardias, una vez la cascada de caspasas se hubiese activado. La interrupcion
de la CRM es una sefal temprana en la muerte celular. Una consecuencia de esta interrupcion
deberia ser la disminucion en la sintesis de ATP, la cual ha sido observada, pero sélo en las fases
finales del proceso de apoptosis (Bossy-Wetzel et al. 1998). Por este motivo se cree poco probable
que el déficit de ATP sea un mecanismo inductor de la apoptosis. Sin embargo, a pesar de no ser
inductor, este déficit puede derivar en muerte celular por su interrelacion con otros mecanismos,

como se puede ver en la figura 16.

Las tres sefales principales que provocan la liberacion de mediadores apoptogénicos

mitocondriales son las siguientes:

2 Miembros proapoptoticos de la familia de Bcl-2.
2 Cantidades elevadas de Ca®* intracelular, como las producidas por excitotoxicidad.
2 Cantidades elevadas de ROS y RNS.

Todos los organismos poseen defensas frente al estrés oxidativo: activacion de genes codificantes
de enzimas defensivos, factores de transcripcion y proteinas estructurales. Como se ha mencionado
en apartados anteriores, cuando las cantidades de ROS superan la capacidad de eliminacion
mitocondrial y celular aparece el estrés oxidativo. Este fenomeno activa el poro de transicion
mitocondrial (figura 18). El mtPTP es un canal que atraviesa la MMI y la MME permitiendo la difusion
libre de moléculas inferiores a 1.500 Da entre la matriz mitocondrial y el citosol. La obertura del

poro provoca diversos fenomenos en la mitocondria:

x Colapso del gradiente electroquimico transmembrana.
x Pérdida de solutos de la matriz.

x Distension de la mitocondria.
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x Liberacion de citocromo c, procaspasas 2, 3 y 9, factor inductor de la apoptosis (AIF) y

activacion de la caspasa-DNAasa.

El citocromo c y el factor citosolico Apaf-1 (“Apoptotic Protease Activating Factor”) forman el
“apoptosoma” junto con la procaspasa-9, cuyo efecto es la activacion de la cascada proteolitica de
las caspasas. Por otro lado, la molécula AIF y la caspasa-DNAasa pueden ir al nlcleo. Todas estas
acciones inician la apoptosis (Kokoszka et al. 2001). La salida de citocromo ¢ de la mitocondria
dirige a la célula hacia la muerte, ya sea mediante un mecanismo apoptoético a través de la
activacion de caspasas por Apaf-1 o bien mediante un proceso necrético mas lento debido a un
transporte de electrones deficitario. Esta alteracion de la CRM puede derivar en la generacion de
radicales libres y la disminucion en la produccion de ATP. El bloqueo de la liberacion de citocromo c

por parte de Bcl-2 inhibe la apoptosis (Kluck et al. 1997).

SUCESOS DESENCADENANTES (Estrés oxidativo,
Ca?* intracelular elevado...)

Obertura PORO TRANSICION MITOCONDRIAL
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FIGURA 18. La mitocondria es clave en la apoptosis.
Secuencia de acontecimientos propuesta para explicar
que el dafo mitocondrial conduciria a la apoptosis a
través de la intervencion del poro de transicion
mitocondrial. Basado en (Cassarino et al. 1999).
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6.3. EA, envejecimiento y disfuncion mitocondrial

La disfuncion mitocondrial (con el desequilibrio energético como efecto mas importante), la
apoptosis y la sobre-produccion de moléculas ROS son mecanismos patogénicos comunes no solo en
las enfermedades neurodegenerativas somo la EA, la enfermedad de Parkinson o la ELA sin6 que
también se dan en individuos de edad avanzada (Emerit et al. 2004). Algunos de estos defectos
mitocondriales también se han asociado al proceso normal del envejecimiento (Bonilla et al. 1999;
Orth et al. 2001; Castellani et al. 2002; Jellinger 2003). No obstante, si que se han observado
algunas particularidades en algunos de estos fenomenos Unicamente asociadas a la EA. La aparicion
del estrés oxidativo en la EA esta ampliamente documentada pero muchos de los cambios originados
por la accion de radicales libres descritos en el cerebro de un paciente con EA también se han
observado asociados al proceso normal del envejecimiento. Probablemente en la EA el efecto de los
radicales libres aumenta y empeora con los anos y por tanto el riesgo de que las defensas
antioxidantes de las neuronas no puedan contener el dafio causado por las moléculas ROS es mayor
(Benzi et al. 1995). Una de las cuestiones de debate habituales es si su aparicion es un hecho
primario o secundario en la enfermedad. La postura tradicional es que las lesiones oxidativas en el
cerebro de un individuo con EA intervienen en la neurodegeneracion pero sin determinar con
precision si son la causa o una consecuencia (Beal 1995; Benzi et al. 1995; Sims 1996).
Posteriormente diversos estudios han decrito que el estrés oxidativo es crucial en la mediacion de la
patogénesis de la EA. También parece claro que el desquilibrio oxidativo y el consiguiente estrés son
fendmenos tempranos en el desarrollo de la enfermedad y son secundarios a otros mecanismos
especificos presentes en la EA pero no en otras enfermedades neurodegenerativas (Pratico et al.
2004). Sin embargo, en muchas ocasiones no se ha podido establecer claramente si algunos de los
defectos mitocondriales observados en pacientes con EA esporadica son en si mismos un fenomeno
patogénico o si son simplemente sucesos comunes al envejecimiento. Este concepto se refleja
claramente en los estudios realizados sobre la funcion de la CRM y sobre el mtDNA de pacientes con
EA en los apartados siguientes en los que se describen algunos defectos mitocondriales observados

en pacientes y para los que también hay estudios opuestos.

6.4. Principales alteraciones mitocondriales en la EA

El mecanismo por el cual los defectos mitocondriales ocasionarian consecuencias negativas estaria
relacionado con alteracion de la CRM, reduccion de la sintesis de ATP, produccion de ROS y con la

secuencia de procesos ligados a la disfuncion mitocondrial que se pueden observar en la figura 13.

6.4.1. Metabolismo energético alterado

La idea segun la cual un metabolismo energético defectuoso podia ser fundamental en la EA fue
introducida por primera vez por Blass y Gibson entre otros (Blass et al. 1999). Muchos estudios se

centraron entonces en dos enzimas mitocondriales cuya funcion afecta al ciclo de Krebs: la enzima
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piruvato deshidrogenasa y la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa (Brown et al. 2000). A partir de
aqui, los estudios que relacionaban defectos metabdlicos con la EA se multiplicaron, siendo la
disminucion de la tasa metabdlica cerebral una de las anomalias mas documentadas en la EA (Blass
2000). Existen datos obtenidos a partir de tomografias por emision de positrones que demuestran
claramente una reduccion del metabolismo cerebral en las regiones corticales tempoparietales de
pacientes con EA (Minoshima et al. 1997). También se ha descrito el aumento del consumo de
oxigeno en comparacion con el consumo de glucosa en pacientes con EA (Hoyer 1993; Fukuyama et
al. 1994). Es importante destacar que las anomalias en las tasas metabolicas cerebrales preceden a
cualquier evidencia de desequilibrio funcional (observable mediante pruebas neurofisioldgicas) o de
atrofia cerebral (mediante “neuroimaging”) (Blass 2000). Tampoco hay que olvidar que las
irregularidades metabolicas (hipoxia, hipoglucemia, deficiencias vitaminicas) son suficientes por si
mismas para inducir deficiencias neurofisioldgicas similares a las de la EA (Gibson et al. 1981; Blass
et al. 1999). El proceso mediante el que estas deficiencias pasan a ser irreversibles en la EA es una

cuestion que por el momento no se ha aclarado.

6.4.2. Alteraciones sistema OXPHOS

El defecto en la cadena enzimatica de transporte de electrones mitocondrial mas frecuentemente

hallado en la EA ha sido una deficiencia en el complejo IV o COX (citocromo c oxidasa).

Originalmente se describid en plaquetas (Parker et al. 1989; Parker et al. 1994a), pero también se
ha descrito una actividad reducida de la citocromo ¢ oxidasa en varias areas de la corteza cerebral
de pacientes con EA analizados post-mortem, principalmente en las neuronas con ovillos
neurofibrilares (Kish et al. 1992; Mutisya et al. 1994; Parker et al. 1994b). Por el contrario, otros
estudios no encontraron diferencias significativas en la actividad de COX en cerebro (Sims et al.
1987; Cooper et al. 1993; Reichmann et al. 1993; Cavelier et al. 1995), plaquetas (Van Zuylen et al.
1992) o linfocitos (Molina et al. 1997). Recientemente han aparecido nuevos trabajos describiendo
disminucion de la actividad de COX en otras regiones del cortex, en hipocampo y de nuevo en
plaquetas de pacientes con EA (Maurer et al. 2000; Bosetti et al. 2002; Mancuso et al. 2003). La
actividad reducida de esta enzima se ha relacionado con sobreproduccion de ROS y disminucion en
la produccion de ATP (Cardoso et al. 2004). Estos descubrimientos sugieren que el estrés oxidativo
puede causar la disfuncion de la CRM. Ademas se ha observado que la inhibicion farmacologica
selectiva de COX en un modelo animal causa algunas alteraciones en la memoria similares a las de la
EA (Bennett et al. 1992). Algunas de las cuestiones que surgen son: cual es el origen de la
deficiencia en la COX observada, como esta relacionado con las alteraciones bioenergéticas

mitocondriales y qué consecuencias tiene esto en el funcionamiento y supervivencia de la neurona.
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6.4.3. Defectos observados mediante el analisis de cibridos de

pacientes con EA

El uso de la técnica de cibridos transmitocondriales (también denominadas células hibridas
citoplasmaticas) ha facilitado enormemente el estudio de la correlacion entre defectos de la CRM y
del mtDNA. Esta técnica implica la transferencia de mitocondrias de pacientes a lineas celulares con
mitocondrias deplecionadas de mtDNA (King et al. 1989). Estas lineas celulares se incuban
inicialmente con bromuro de etidio para inhibir la replicacion del mtDNA y obtener células sin
mtDNA (Rho?). Estudios con esta técnica han demostrado que las deficiencias en la COX en
plaquetas de pacientes con EA pueden ser transferidos a las células Rho’, las cuales retienen la
deficiencia del citocromo ¢ oxidasa (Davis et al. 1997; Swerdlow et al. 1997; Ghosh et al. 1999). Las
diferencias funcionales observadas son consecuencia de defectos en el mtDNA de los pacientes. Los
genes mitocondriales de plaquetas de pacientes con EAE expresados en cibridos producen defectos
bioenergéticos (Swerdlow et al. 1997; Cassarino et al. 1998; Khan et al. 2000), actividad COX
reducida (Swerdlow et al. 1997), alteracion en la sefalizacion intracelular del calcio (Sheehan et al.
1997), aumento en la produccion de radicales libres y de actividades de enzimas antioxidantes como
la glutation-peroxidasa, glutation reductasa y superoxido dismutasa (Swerdlow et al. 1997). Los
cibridos de EAE secretan gran cantidad de las dos formas mayoritarias (de 40 y 42 aminoacidos) del
péptido amiloide a través una via dependiente de caspasa. El aumento de citocromo c
citoplasmatico y del procesamiento hiperactivo de la PPA son los responsables de esa secrecion.
Estos cibridos ademas muestran densos depdsitos amiloides Congo-rojo(+) en cultivo, reproduciendo
el depdsito temprano de placas amiloides que se da en el cerebro de pacientes con EA (Khan et al.
2000). Esto significa que la disminucion de la actividad COX y otros defectos asociados a la
mitocondria observados en pacientes con EA podrian estar directamente determinados por defectos
en el mtDNA.

En general, las enfermedades asociadas a una disfuncion mitocondrial se caracterizan por
presentar mitocondrias morfolégicamente anormales, infladas y con crestas deformadas. En un
estudio realizado por Trimmer y colaboradores las mitocondrias de los cibridos estaban marcadas
con el colorante JC-1, sensible al potencial de membrana mitocondrial (Trimmer et al. 2000). El
analisis por microscopia confocal de las mitocondrias marcadas con JC-1 revel6 que el potencial de
membrana mitocondrial se hallaba significativamente reducido en los cibridos de EA y de EP en
comparacion con los controles. El analisis ultraestructural de los cibridos control mostraba
mitocondrias pequenas, morfoldogicamente normales, redondas u ovaladas, con una matriz oscura y
distribucion regular de crestas. Los cibridos de pacientes con EA mostraban un porcentaje elevado
de mitocondrias ensanchadas o infladas con una matriz palida y algunos restos de crestas. También
se ha descrito en cibridos de EA y EP otras caracteristicas anémalas como inclusiones
intramitocondriales de cristales y cuerpos de inclusion citoplasmaticos. Estas observaciones sugieren
que la transferencia de mtDNA de pacientes con EA o EP a células Rho® es suficiente para provocar

cambios patoldgicos en la ultraestructura mitocondrial similares a los observados en otros trastornos
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mitocondriales (Trimmer et al. 2000). También existe algin estudio con resultados opuestos: Ito y
colaboradores han realizado estudios bioquimicos que demuestran que los cibridos con mtDNA
importado de plaquetas o de tejido cerebral de pacientes con EA restauran su actividad de la ETC a
un nivel similar al de los cibridos con mtDNA de controles de edad (Ito et al. 1999). Por otro lado, se
han descrito problemas metodologicos que hacen cuestionar a algunos investigadores si las lineas
celulares de cibridos son adecuadas para asignar la causa de los defectos observados a auténticas
mutaciones del mtDNA y, por tanto, si los cibridos son un buen modelo para el estudio de

enfermedades (Schon et al. 1998).

6.4.4. Modelos animales de enfermedades degenerativas vy

envejecimiento

Como se acaba de mencionar la alteracion del sistema OXPHOS puede conducir a la produccion de
ROS e incrementar el estrés oxidativo. Una disminucién en la produccion de energia y un aumento
en el estrés oxidativo en la mitocondria pueden contribuir a iniciar la apoptosis (Wallace 2001). La
interaccion de esos tres factores (produccion de energia, radicales libres y apoptosis) parece tener
un papel importante en la patofisiologia de las enfermedades degenerativas. Existen enfermedades
hereditarias causadas por mutaciones o por reordenamientos del mtDNA (ver tabla 6) que pueden
afectar el sistema nervioso central (SNC), corazon y musculo esquelético, asi como a los sistemas
renal, endocrino y hematologico. La importancia de los defectos mitocondriales en las
enfermedades degenerativas y en el envejecimiento se ha demostrado gracias a modelos animales

de enfermedades mitocondriales.

Se han creado diversos modelos con mutaciones en el mtDNA mediante la introduccion en la linea
germinal de ratones hembra de la mutacion de resistencia al cloranfenicol en el gen mitocondrial
rRNA 16S. Esto producia defectos oftalmoplégicos en las quimeras y letalidad perinatal debido a la
miopatia y cardiomiopatia que sufrian los animales mutantes (Levy et al. 1999). Los modelos
animales de reordenamientos del mtDNA mostraban miopatia, cardiomiopatia y nefropatia. La
inactivacion condicional del gen del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM) de raton en el
corazon causaba cardiomiopatia letal en recién nacidos, mientras que la inactivacion en las células
beta pancreaticas causaba diabetes (Wang et al. 1999). La inactivacion del gen de la translocasa del
nucleoétido adenina (ANT1) ocasionaba miopatia, cardiomiopatia, produccion aumentada de ROS y
expresion aumentada de genes que compensarian esas alteraciones: genes relacionados con la
produccion de energia, defensas antioxidantes y apoptosis. Estos ratones también presentaban una
tasa de mutacion del mtDNA aumentada (Graham et al. 1997). Esto parece indicar que el sindrome
de delecion del mtDNA puede estar causado por el aumento del dafo debido a ROS. La inactivacion
de genes antioxidantes mitocondriales como la glutation peroxidasa o la superoxido dismutasa (SOD)
causa disminucion de la produccion de energia y una dilatada cardiomiopatia letal en recién
nacidos, respectivamente (Li et al. 1995; Lebovitz et al. 1996). El raton SOD2"/?, deficiente parcial,

presentaba dano mitocondrial durante el envejecimiento (Williams et al. 1998). El raton deficiente
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en citocromo ¢ moria en las etapas iniciales de la embriogénesis. Células de estos embriones
presentaban una ausencia total de apoptosis mitocondrial. Los ratones sin los genes proapotoéticos
Bax y Bak no eran capaces de liberar citocromo ¢ de la mitocondria por lo que causaban el bloqueo
de la apoptosis. Estos estudios con animales confirman que las alteraciones en la produccion de
energia, la produccion de ROS y la apoptosis pueden contribuir a la patofisiologia de una
enfermedad degenerativa. Para las enfermedades complejas como la EP y la EA esporadicas el
estudio del raton transgénico sod7¢93a —modelo de la enfermedad ELA— ha permitido observar
diversos mecanismos comunes (Kong et al. 1998): formacion de agregados proteicos (como las
placas y los ovillos) y cambios de conformacion de proteinas (el ejemplo tipico es el péptido ABy,);
disfuncion de los proteosomas y aparicion de material ubiquitinado; estrés oxidativo, alteraciones

mitocondriales, apoptosis, activacion de la cadena de caspasas y, por Gltimo, muerte neuronal.

Existen ratones transgénicos que reproducen la EA. Los genes modificados en los diversos modelos
que hay son analogos a la PPA o PSEN humanas y acaban causando en el fenotipo la neuropatologia
de las placas amiloides debida a un aumento en la producciéon de péptido amiloide (Howlett et al.
2004). Por lo tanto estos ratones, aunque han contribuido al conocimiento sobre diversos aspectos
patogénicos relacionados con la enfermedad, mas bien se ajustan a lo que ocurre en la EA de tipo

familiar.

6.4.5. Alteraciones genoma mitocondrial

Algunas enfermedades neurodegenerativas con alteracion mitocondrial son consecuencia de
mutaciones en el mtDNA. En la tabla 6 hay diferentes ejemplos de enfermedades mitocondriales,
hereditarias o adquiridas, que presentan mutaciones en el mtDNA responsables de causar la
enfermedad. Los descubrimientos descritos en los apartados anteriores suscitaron la cuestion sobre
si alteraciones del genoma mitocondrial, heredadas o adquiridas, son las causas de las
modificaciones observadas del metabolismo mitocondrial descritas en la EA. El origen de los
defectos en el sistema OXPHOS en la EAE y si son causa o consecuencia no esta totalemente claro.
Diversos grupos han descrito alteraciones del mtDNA que pueden generar componentes de la
CRM/sistema OXPHOS defectuosos o un numero reducido de ellos. Para estos autores los defectos
observados en el sistema OXPHOS se deben a anomalias del mtDNA y son responsables de muchos de

los defectos mitocondriales descritos en la EA.

Aungue existen muchas evidencias de que la funcion mitocondrial puede estar desequilibrada en
la EA el papel patogénico de las mutaciones del mtDNA es controvertido. La primera mutacion
candidata se describio en 1992 (Lin et al. 1992b). La transicion G5460A en el gen mitocondrial ND2
(que codifica una subunidad del complejo | de la CRM) se encontré en el cerebro de 10 de 19
pacientes con EA y estaba ausente en los 11 controles analizados. Posteriormente otros grupos no
pudieron confirmar la asociacion entre la transicion G5460A y la EA (Petruzzella et al. 1992; Kosel
et al. 1994; Janetzky et al. 1996; Schnopp et al. 1996). La posibilidad de que este cambio pueda ser

un polimorfismo neutro es la mas aceptada actualmente. Se ha descrito la presencia de diversas
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variantes del mtDNA en la EA pero no se ha podido establecer una conclusién definitiva sobre su
incidencia en la enfermedad. En la tabla 8 se puede observar un resumen de los estudios que han
analizado las variantes mas debatidas en la literatura. Los resultados contradictorios entre los
diferentes estudios no permiten confirmar la existencia de una mutacion puntual que explique las
anomalias mitocondriales observadas en la EA. En otras enfermedades neurodegenerativas este
aspecto si esta confirmado. La ataxia de Friedreich es una enfermedad autosdémica recesiva
caracterizada por presentar ataxia, diabetes mellitus y cardiomiopatia; la expansion de tres
nucledtidos (GAA) en el cromosoma 9 provoca una disminucion de la proteina mitocondrial frataxina
implicada en el transporte de hierro ocasionando la deplecion del mtDNA, deficiencia en la
fosforilacion oxidativa e hipersensibilidad al estrés oxidativo. La paraplejia espastica hereditaria, la
distonia y la enfermedad de Huntigton son otras enfermedades neurodegenerativas hereditarias en
las cuales se han identificado o asociado mutaciones en proteinas con funcion en la mitocondria
(Beal 2000).

TABLA 8. MUTACIONES PUNTUALES DEL mtDNA DESCRITAS EN LA EAE

%EAE %Controles %Controles Te]:ido Referencia
edad avanzada edad normal analizado
A3397G (gen ND1)

1,5 0 0 Cerebro (Shoffner et al. 1993)
0 Cerebro (HUtChin et al. 1997)
0 Cerebro (Zsurka et al. 1998)
0 Sangre - Cerebro (Tanno et al. 1998)’

G5460A/T (gen ND2)

52,6 0 Cerebro (Lin et al. 1992b)
53,3 Cerebro (Torroni et al. 1992)*
0 3,6 Cerebro (Kosel et al. 1994)

0 3 Cerebro - Sangre (Janetzky et al. 1996)
3,1 2,6 2,8 Cerebro (Hutchin et al. 1997)
2,5 2,9 Sangre (Edland et al. 2002)

G3196A (gen rRNA 16S)
0,7 0 Cerebro (ShOffner et al. 1993)

0 0 Cerebro (Hutchin et al. 1997)

0 0 Sangre - Cerebro (Tanno et al. 1998)’

1 Petruzzella y colaboradores no fueron capaces de detectar esta mutacion en las
mismas muestras (Petruzzella et al. 1992).
2 Poblacion japonesa.

Los estudios de mutaciones puntuales en la EAE han sido parcialmente entorpecidos por la
presencia de fragmentos de mtDNA ancestrales incorporados al genoma nuclear, o pseudogenes

nucleares. En 1997 Davis y colaboradores describieron seis mutaciones puntuales nuevas en el
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mtDNA de pacientes con EA y en controles, y que ademas la proporcion de estos polimorfismos era
significativamente mayor en el DNA extraido a partir de plaquetas de pacientes con EA (Davis et al.
1997; Fahy et al. 1997). Tres de estas mutaciones afectaban a la subunidad | de la COX (G6366A,
C6483T, A7146G) mientras que las otras tres afectaban a la subunidad Il de la COX (C7650T, C7868T,
y A8021G). En estudios posteriores estas mutaciones fueron identificadas como artefactos derivados
de la amplificacion mediante PCR de DNA nuclear (Hirano et al. 1997), y especificamente de
pseudogenes que han incorporado fragmentos de mtDNA en el genoma nuclear (Wallace et al. 1997;
Davis et al. 1998). La deficiencia en la actividad de la enzima COX descrita frecuentemente en la EA

no esta apoyada por hallazgos sélidos de mutaciones puntuales en el mtDNA.

Se han asociado otras mutaciones en el mtDNA de linea germinal a la EA de inicio tardio. La
mutacion que se ha hallado con mas frecuencia por diferentes grupos es la variante A4336G. En la
tabla 9 se resumen los principales resultados descritos sobre esta variante del mtDNA. La mutacion
A4336G del gen del tRNA de la glutamina (tRNA®") se ha observado en el 5% de pacientes con EA de
inicio tardio (Shoffner et al. 1993; Brown et al. 1996). El estudio de esta mutacion por otros grupos
muestra resultados contradictorios, con porcentajes variables en los individuos con EA analizados.

También hay grupos que no han confirmado la prevalencia de la mutacion A4336G (tabla 9).

TABLA 9. LA MUTACION A4336G DEL TRNA®-N DEL mtDNA EN LA EAE

%EAE eg/;goanvt;glz? da e‘)/:jgcc)lnrfgﬁ:ﬁ; Tejido analizado Referencia
5,2 0 0,7 Cerebro (Shoffner et al. 1993)
4.1 0,3 - Cerebro (Hutchin et al. 1995)
0,6 3,8 - Sangre (Wragg et al. 1995)
0 1,7 2,2 Cerebro (Hutchin et al. 1997)
1,4 2,5 - Sangre (Zsurka et al. 1998)'
0 0 . Cerebro - Sangre (Tanno et al. 1998)?
4,3 3,3 - Cerebro (Chinnery et al. 2001)’
0,6 1,3 1,4 Sangre (Garcia-Lozano et al. 2002)
2,5 2,9 - Sangre (Edland et al. 2002)™
1 La asociacion entre APOE y A4436G dio resultado negativo.
1b A43336G asociado con el alelo APOE4: 5 de 139 pacientes con EA; 0 de 82 controles.
2 Poblacion japonesa.

Como se puede observar en las tablas 8 y 9 se han identificado diversos polimorfismos en
pacientes con EA, pero ninguno de ellos es comin a todos y pueden ser debidos a la variabilidad
propia del mtDNA humano. El papel patogénico de estos polimorfismos no ha podido establecerse a
pesar de estos descubrimientos. Se ha sugerido que la presencia de estas variantes, sobretodo la

A4336G, podria ser simplemente un marcador de la implicacion mitocondrial en algunos casos de
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EA, pero no parece que jueguen un papel significativo en la mayoria de pacientes con EA (Bonilla et
al. 1999).

Los estudios que han analizado la asociacion entre polimorfismos del mtDNA y el genotipo APOE
presentan resultados contradictorios. Edland y colaboradores han descrito que la prevalencia del
polimorfismo A4336G era superior en individuos con EA portadores del alelo €4 de APOE (Edland et
al. 2002). Estos autores indican que el genotipo APOE puede ser un modificador importante del
efecto de A4336G y esto podria explicar la variabilidad que hay entre los diferentes estudios. Sin
embargo también hay estudios que no han confirmado esos descubrimientos de la asociacion entre
APOE y polimorfismos del mtDNA (Zsurka et al. 1998; Chinnery et al. 2000).

El genoma mitocondrial también se ha relacionado con la EA a través de diferentes trabajos que
sugieren un papel protector de los haplogrupos (combinacién de distintos polimorfismos) europeos
del mtDNA J y Uk (Chagnon et al. 1999; van der Walt et al. 2004) que también se han asociado a
mayor longevidad (Coskun et al. 2003). Los dos subhaplogrupos europeos J1 y Uk tienen la misma
mutacion en la posicion 14.978 del gen de citocromo b y el subhaplogrupo J2 tiene una mutacion
diferente en la posicion 15.257. Ambas mutaciones del citocromo b alteran aminoacidos
conservados de los dos lugares de union de la coenzima Qo y esto puede afectar al bombeo de
protones asociado al complejo Il (ver figura 10). Estas mutaciones desacoplan parcialmente el
gradiente elctroquimico de la MMI y podrian mantener los componentes de la CRM oxidados, lo que
podria disminuir la produccion de ROS. Esto puede reducir el dafo oxidativo cerebral y las
mutaciones somaticas del mtDNA, lo cual explicaria el efecto protector de estos linajes de mtDNA
en la EA (Coskun et al. 2003; Ruiz-Pesini et al. 2004).

Carrieri y colaboradores han encontrado diferencias al examinar la distribucion de los haplogrupos
de mtDNA entre portadores del alelo ¢4 del gen APOE y no portadores (Carrieri et al. 2001). Estos
autores detallan que la interaccion APOE/mtDNA se restringe a la EA y que debe afectar a la
susceptibilidad a la enfermedad. Algunos haplogrupos, en particular los designados con las letras Ky

U, parece que neutralizan el efecto perjudicial del alelo ¢ 4 (Carrieri et al. 2001).

Lin y colaboradores han cuantificado el nUmero de mutaciones puntuales presentes —los autores
lo denominan “carga mutacional”— en un fragmento de 1.197 pb del gen de la citocromo oxidasa
del mtDNA en pacientes con EA, controles envejecidos y controles de edad joven (Lin et al. 2002).
La estrategia utilizada se basaba en las técnicas de PCR, clonaje y secuenciacion, evitando
problemas artefactuales y amplificacion de pseudogenes. La cantidad de mutaciones puntuales, la
distribucion de las tres posiciones de los codones y la frecuencia de cambios de aminoacido que
encontraron en pacientes y controles envejecidos era similar. La media de “carga mutacional” en
pacientes con EA y controles envejecidos era el doble que en los controles jovenes, lo que para los
autores quiere decir que las mutaciones puntuales se acumulan o se adquieren con la edad (Lin et
al. 2002). En este estudio también se midio la actividad de la enzima COX de la CRM y se hall6 un
descenso del 20% en los pacientes con EA y controles envejecidos respecto a la media de los

controles de edad joven.

63



introduccion|

Coskun y colaboradores han analizado la region control (CR) del mtDNA extraido de cértex frontal
de pacientes con EA y de controles. Estos autores han descrito en los pacientes con EA un aumento
“llamativo” de mutaciones en elementos implicados en la transcripcion de la cadena ligera del
mtDNA y/o la replicacion de la cadena pesada, y también han observado que estas mutaciones estan
asociadas a una reduccion de la cantidad de mRNA del gen mitocondrial NDé y del nimero de copias
de mtDNA (Coskun et al. 2004). El 65% de los pacientes con EA presentaba la mutacion T414G, esta
mutacion no se detectd en controles. En general, los pacientes presentaban mutaciones que
alcanzaban el 63% de media de heteroplasmia. Algunos de los pacientes con EA eran portadores de
las mutaciones T414C y T477C que los autores han definido como especificas para la enfermedad.
También han identificado las mutaciones T477C, T416C y T195C en diversos pacientes de edades
entre 74 y 83 anos en grados que alcanzaban el 70-80% de heteroplamia. Para estos autores la
presencia de estas mutaciones somaticas del mtDNA pueden ser responsables de la aparicion
esporadica de los defectos mitocondriales observados en la EA de inicio tardio y contribuir de esta
forma a la etiologia de la enfermedad (Coskun et al. 2004). Existen estudios previos que han
analizado la CR en los que no se descubria ninguna diferencia significativa entre pacientes con EA 'y
controles al analizar la cantidad de estas mutaciones somaticas en cerebro (Chinnery et al. 2001;
Simon et al. 2001). La mutacion T414G en concreto, no se detectd en ninguno de los individuos
estudiados en los dos trabajos citados. Recientemente nuestro grupo de DNA mitocondrial, en un
trabajo encabezado por la Dra. Montse Gomez, ha detectado esta mutacion en mtDNA extraido de

enfermos con cancer de prostata (resultados no publicados).

La incidencia de los reordenamientos en la EA se ha analizado principalmente mediante la
cuantificacion de la delecion comin (delta 4977) en los pacientes. Se ha observado que la
proporcion de esta delecion es 15 veces mayor en diversas areas cerebrales (cortex, putamen, y
cerebelo) de pacientes con EA de edad hasta 75 afos (Corral-Debrinski et al. 1994). También se han
observado proporciones elevadas de la delecion en el cortex temporal de pacientes (Hamblet et al.
1997). Sin embargo, otros investigadores no han hallado diferencias significativas en la proporcion
de moléculas con la delecion comun entre pacientes y controles (Blanchard et al. 1993; Lezza et al.
1999; Chang et al. 2000). El analisis de otras deleciones y reordenamientos ha sido también
investigado. Gu y colegas han estudiado muestras procedentes de pacientes con Parkinson,
pacientes con EA y en controles mediante la técnica de PCR larga —técnica capaz de amplificar
fragmentos de hasta 20 kb de DNA— demostrando que la EP presenta mayor nimero y diversidad de

reordenamientos del mtDNA que individuos control o con EA (Gu et al. 2002).

El estudio de la expresion génica de mRNA mitocondriales se llevdo a cabo a raiz de los
descubrimientos sobre la actividad reducida de la COX. La hipotesis es que la alteracion de la
expresion de los genes mitocondriales que codifican subunidades de la COX provoca la disminucion
en la actividad COX descrita en algunos pacientes con EA. De esta manera, los primeros estudios se
centraron en las subunidades codificadas por el mtDNA de la COX y posteriormente el analisis de la
expresion génica se ha extendido a otros RNA mitocondriales y también a algunos RNA nucleares de
subunidades de la CRM.
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En 1994 se describio en pacientes con EA una reduccidon en las cantidades de mRNA de las
subunidades | y Il de la COX codificadas por el mtDNA de neocortex (Chandrasekaran et al. 1994).
En los mismos pacientes no se detectd alteracion en la expresion del gen mitocondrial 12S. Otro
grupo también hallo reduccion en la cantidad de mRNA de la subunidad Il de la COX codificada por
el mtDNA en hipocampo, mientras que la cantidad de la subunidad IV codificada por el nicleo no
estaba alterada (Simonian et al. 1994) La reduccion en la cantidad de mRNA de la subunidad IV se
ha detectado junto a la reduccion en la subunidad beta del complejo ATP sintasa por otros autores
en el cértex medio-temporal (Chandrasekaran et al. 1997). Aksenov y colaboradores observaron una
proporcion alterada entre las cantidades de mRNA de las subunidades Il y IV de la COX en varias
areas cerebrales (hipocampo, ldbulo parietal inferior y cerebelo) (Aksenov et al. 1999). También
describieron una disminucion coordinada de las cantidades de mRNA de las subunidades 4
(mitocondrial) y 15 (nuclear) de la NADH en el hipocampo y en el ldbulo parietal inferior pero no en
el cerebelo. Ademas del estudio realizado por Coskun y colaboradores mencionado previamente,
recientemente ha habido otro trabajo sobre la expresion génica mitocondrial en la EA: Manczack y
colaboradores han descrito que la expresion de genes mitocondriales de las subunidades de la CRM
presenta una gran variabilidad en los pacientes con EA y que esta puede ser la causa de la

heterogeneidad observada en el fenotipo de los pacientes (Manczak et al. 2004).

6.5. La complejidad de la EA esporadica

Las causas de la aparicion y progreso de la EA esporadica no se conocen por completo. Como se ha
visto a lo largo de la introduccion, existen evidencias que implican a la disfuncién mitocondrial. Esta
disfuncion puede provocar que la produccion de ATP y de moléculas ROS esté desequilibrada aunque
no se ha establecido de forma inequivoca en qué lugar se sitlan los cambios mitocondriales en la
cascada de sucesos que se dan en la EAE. La interaccion entre los mecanismos moleculares descritos
en relacion con la mitocondria parece ser muy estrecha, incluso puede hablarse de
retroalimentacion entre algunos de estos mecanismos que finalmente pueden conducir a la
degeneracion celular. En la figura 19 se muestra un esquema que resume la interaccion entre los

diferentes procesos relacionados con la mitocondria implicados en la EA.
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FIGURA 19. Modelo de interaccion de los diversos mecanismos
relacionados con la EA.

Modelo modificado a partir del propuesto por Butterfield et al (Butterfield
et al. 1999).
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