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1. Llistat d’abreviacions

ERO: espécies reactives d’oxigen.
NOX: NADPH oxidasa.

ERN: espécies reactives de nitrogen.

NOS: oxid nitric sintasa.

SOD: superoxid dismutasa.

IL-6: interleuquina 6.

TNEF: factor de necrosi tumoral.
TNFR: receptor de TNF.

AB: B-amiloide.

IRS: substrat del receptor d’insulina.
HNE: 4-hidroxilnonenal.

CAT: catalasa.

DM: diabetis mellitus.

DMT1: diabetis mellitus tipus 1.
DMT2: diabetis mellitus tipus 2.
IL-1: interleuquina 1.

COX: citocrom C oxidasa.

PHF: filaments helicoidals aparellats.
GSKa3: glucogen sintasa quinasa 3.
SNC: sistema nervios central.
AGL.: acids grassos lliures.

APP: proteina precursora amiloide

- mtDNA: DNA mitocondrial.

2. Abstract

L’estrés oxidatiu i les elevades concentracions de les espécies reactives d’oxigen es
consideren el resultat d’'un desequilibri cel-lular entre la seva producci6 i neutralitzacio. Avui
en dia, s’ha relacionat I'estrés oxidatiu amb multitud de malalties, com la diabetis, I'Alzheimer,
el cancer o les malalties cardiovasculars. La diabetis, més concretament la diabetis mellitus
tipus 2 , és una malaltia multifactorial causada per una resisténcia a la insulina. S’ha relacionat
el paper de I'estrés oxidatiu amb la fisiopatologia de la diabetis per mitja de factors com la via
IKKB/NF-kB i els canals de Ca?*. L’Alzheimer, per una altra banda, es caracteritza per una
acumulacié extracel-lular de plaques B-amiloides i una agregacio6 intracel-lular de proteina tau
hiperfosforilada. La seva connexié amb I'estrés oxidatiu es pot explicar amb la via JNK, TNF i
mutacions al DNA mitocondrial. A causa de que les dues malalties presenten aquest
denominador com, es podria establir una relacié entre ambdues. Als darrers anys aquesta
idea ha anat agafant forga, de manera que s’han pogut relacionar les dues patologies
mitjangant I'estrés oxidatiu. La present memoria recull les principals evidéncies que sustenten
la possible relacié entre les dues malalties amb I'estrés oxidatiu com a base.

Oxidative stress and high concentrations of reactive oxygen species are considered to be the
result of a cellular imbalance between their production and neutralization. Nowadays, oxidative
stress has been linked to many diseases, such as diabetes, Alzheimer's, cancer, and
cardiovascular disease. Diabetes, more specifically type 2 diabetes mellitus, is a multifactorial
affection caused by insulin resistance. The role of oxidative stress has been linked to the
pathophysiology of diabetes through factors such as the IKKB/NF-kB pathway and Ca?*
channels. Alzheimer’s, on the other hand, is characterized by an extracellular accumulation of
B-amyloid plaques and an intracellular aggregation of hyperphosphorylated tau protein. Its
connection to oxidative stress can be explained by the JNK pathway, TNF, and mutations in
mitochondrial DNA. Because the two diseases have this common denominator, a relationship
could be established between the two. In recent years, this idea has been gaining momentum,
so that the two pathologies have been linked by oxidative stress. This report gathers the main
evidence supporting the possible relationship between the two diseases with oxidative stress
as a basis.



3. Introduccio
Estres oxidatiu: una questio de desequilibri

L’estrés oxidatiu es defineix com la inestabilitat existent a un sistema bioldgic entre els agents
oxidants i els antioxidants!. L’oxigen és un bioelement essencial per els organismes vius, ja
gue, a part de patrticipar en les vies metaboliques aerobies, forma part dels principis immediats
gue constitueixen la vida. Tot i aix0, 'oxigen forma part dels agents oxidants relacionats amb
dany cel-lular, processos com I'envelliment i multitud de malalties. Els principals agents
oxidants cel-lulars son les espécies reactives d’'oxigen (ERO), un grup en que s'’inclou I'anié
superoxid (0O27), el radical hidroxil ("OH) i el perdxid d’hidrogen (H-0,). Aquestes molécules,
en quantitats fisioldgiques, tenen un paper fonamental regulant vies de senyalitzacié com la
NF-kB, MAPKs i Keapl-Nrf2-ARE, rutes que regulen la resposta inflamatoria i la proliferacio
cel-lular. També controlen canals i transportadors, com els canals de Ca?*, alhora que
participen en la resposta immunologica?. Tot i la seva importancia, una concentracié excessiva
d’ERO condueix a un estat d’estrés oxidatiu cel-lular que s’ha relacionat estretament amb
patologies com la diabetis, malalties neurodegeneratives, cancer i malalties cardiovasculars®=.
Es considera que les ERO es produeixen a partir de dues fonts principals: les exdgenes, on
s’inclou la contaminacié, el consum de tabac, la radiacié UV i el contacte amb productes
guimics en general, i les enddgenes, on s’agrupen les ERO produides a nivell mitocondrial,

als peroxisomes, a causa de la melanogénesi i

aquelles formades per acci6 de la NADPH

ERO oxidasa (NOX). L’evidéncia suggereix que, tot i
que les ERO endogenes tenen un pes
considerable a Il'hora de produir efectes

FONTS | FONTS perjudicials sobre els organismes, les fonts
EXOGENES ENDOGENES . : o -
exogenes d’ERO tenen una major importancia

- Contaminacié - Mitocondria pel desenvolupament de les malalties abans
p.’ uv ff:“*]‘j;:“]‘;l esmentades, de manera que I'estil de vida de

Piadoctes aibiics NOX I'individu és un factor a tenir en compte en quant

a l'impacte de l'estrés oxidatiu sobre la salut?
(Figura 1).

Juntament amb les ERO, les espécies reactives
de nitrogen (ERN) també contribueixen al
desequilibri  cel-lular entre  oxidants i
Figura 1. Fonts exdgenes i endogenes d’ERO i antioxidants. Un exemple és el peroxinitrit
el seu pes en quant al desenvolupament de (ONOQ?), format per la reaccié entre I'0xid nitric
malalties relacionades amb [l'estrés oxidatiu. (NO) amb l'anié superoxid. El peroxinitrit pot
Imatge creada a biorender.com a partir de (4). . .

interaccionar amb el CO, donant lloc a les
espécies radicals dioxid de nitrogen ('NO2) i COs™". L’0xid nitric, precursor de les ERN, es
sintetitzat per I'0xid nitric sintasa (NOS). Aquest enzim presenta una isoforma especifica
neuronal, ja que I'0xid nitric juga un paper regulant el procés de neurotransmissié. Degut a la
seva preséncia a aquests tipus cel-lulars i a la relacié entre I'estrés oxidatiu i les malalties
neurodegeneratives, s’ha plantejat la inhibicié especifica de NOS a neurones com a terapia
per I'’Alzheimer i I'esclerosi multiple!2.

Diabetis, malalties neurodegeneratives, cancer |
malalties cardiovasculars



A causa de la reactivitat dels radicals Reacci6 de

II|uresl com a consequéncia del seu " H0s + Fe2+ _, Fed+
electr6 desaparellat a la darrera a0 /

capa, aquests poden causar efectes \ M,
perjudicials sobre les cél-lules, com H:0: + 02—+ — 0z %’Svité
I'oxidacié del DNA i proteines o la fearoio de
peroxidacio lipidica. Els antioxidants
tenen un  paper fonamental
neutralitzant-los i mantenint un

entorn reductor dins les cél-lules?. De o _ o

| . | dels F|guf§ 2. ERO I prlncpqls enzims antloxm_iants cel-lulars. El
a mateixa manera que al cas peroxid d’hidrogen, mitjangant les reaccions de Fenton o
agents oxidants, existeixen Haber-Weiss, forma radical hidroxil, considerada 'ERO més
antioxidants endogens i exogens. El reactiva a causa de la falta d'un enzim antioxidant per a la
grup dels antioxidants endogens seva neutralitzacid. Imatge creada a biorender.com a partir

N . . de (1).
esta format pels enzims antioxidants
superoxid dismutasa (SOD) i catalasa (CAT).

H20 + 02

La SOD s’encarrega de convertir I'anié superdxid abans esmentat en peroxid d’hidrogen.
Aquest peroxid, tot i no ser un radical lliure, pot formar radical hidroxil mitjancant la reacci6 de
Fenton o Haber-Weiss, per tant, és important la seva eliminacié, duta a terme per la CAT,;
transforma el peroxid en aigua i oxigen. La reaccié de Fenton consisteix en la interaccio del
peroxid d’hidrogen amb ferro, de manera que s’obté radical hidroxil, mentre que la reaccié de
Haber-Weiss descriu la interaccié del peroxid d’hidrogen amb l'anié superoxid per donar
radical hidroxil. Tal i com s’il-lustra a la Figura 2, tot i que el perdxid d’hidrogen no és un radical
lliure, és la font a partir de la qual es forma radical hidroxil. Aquesta ERO no és substrat de
cap enzim antioxidant. A causa de que es forma a partir del peroxid i I'anié superoxid, la
principal forma d’evitar la seva produccio és disminuint la formacio de les ERO a partir de les
quals es forma. D’aquesta manera, es considera el radical hidroxil la principal i més perjudicial
ERO. El correcte funcionament d’aquests enzims és fonamental, ja que 'actuacio de les ERO
ilo ERN sobre les biomolécules organiques té efectes greus, com mutacions al DNA, pérdua
de funcié de proteines importants per al manteniment de 'homedstasi cel-lular o guany de
funcié de proteines relacionades amb processos de proliferacio o vies inflamatories, que en
darrera instancia condueixen al desenvolupament de malalties®.

En aquest grup d’antioxidants endodgens també s’inclouen antioxidants no enzimatics, com la
bilirubina, la vitamina E i el B-caroté. D’altra banda, els antioxidants exogens sén un grup
heterogeni de molecules, on es destaca la vitamina C, els antioxidants fendlics, com el
resveratrol, acids fenodlics i flavonoides, seleni i zinc?. A causa de que la situacié d’estrés
oxidatiu es deu a una produccio excessiva d’ERO i ERN i/o una disfuncié a I'hora de la seva
neutralitzacio, el disseny i la subministraci6 d’antioxidants exdgens conformen una linia
d’investigacié important com a terapia per a malalties estretament relacionades amb l'estrés
oxidatiu, com la diabetis, I'Alzheimer i les malalties cardiovasculars?.

Patologia molecular de la diabetis

La diabetis mellitus (DM) és una malaltia metabolica cronica caracteritzada per nivells elevats
de glucosa a sang (hiperglucémia), concretament glucosa a sang en dejuni superior a
126mg/dL mesurada en dues analitiques distintes.
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Aquesta malaltia esta causada per una produccié inadequada o resisténcia a la insulina,
'hormona encarregada del maneig dels nivells sérics de glucosa. La insulina estabilitza la
concentracio a sang del monosacarid mitjangant I'activacio de la seva captacioé per teixits com
el muscul, el teixit adipés i el fetge, entre d’altres, i per la inhibicié de la gluconeogénesi a
aquest darrer. Segons les caracteristiques concretes i el quadre clinic de la malaltia, es poden
diferenciar tres tipus principals de DM: la diabetis mellitus tipus 1 (DMT1), la tipus 2 (DMT2) i
la diabetis gestacional. Aquesta darrera, en la majoria de casos, es normalitza una vegada
finalitzat 'embaras. Per tant, el punt de mira en quant a investigacié i tractaments esta sobretot
a la DMT1 i DMT2° La DMT1 és considera una malaltia de caracter autoimmune on les
cél-lules B-pancreatiques encarregades de la secrecié d’insulina son destruides pel propi
sistema immunitari. Actualment el tractament d’aquest malaltia es basa es I'administracio
d’insulina, tot i que als darrers anys s’han contemplat terapies basades en el bloqueig de la
resposta immunologica o el transplantament de cel-lules pancreatiques als individus que la
pateixen®.

A la DMT2 l'organisme no respon correctament a la insulina, tot i que les cél-lules B la
produeixin i secretin en quantitats suficients. Encara no s’han elucidat els mecanismes
moleculars concrets que expliquin I'aparicié i progressié d’aquesta malaltia. Tot i aix0, si es
coneixen certs factors que juguen un paper important en el seu desenvolupament, com és
I'obesitat, la hipertensio, I'estil de vida, I'edat de I'individu i, inclas, factors genétics®. L’'obesitat
es considera el principal factor de risc per al desenvolupament de la DMT2: un 50% dels
pacients amb DMT2 s6n obesos, i un 90% tenen sobrepes. El desenvolupament de la DMT2
a causa de l'obesitat es basa sobre tot en la inflamacid. Als individus obesos, els adipocits
secreten citoquines proinflamatories com la interleuquina 1 (IL-1) i la interleuquina 6 (IL-6),
aixi com factor de necrosi tumoral (TNF). L'acumulacié d’aquests provoca el reclutament de
cél-lules del sistema immunitari, com els macrofags, que al seu torn secreten citoquines
proinflamatories. Es produeix una situacio de retroalimentacio positiva, de manera que I'estat
inflamatori cronic promou la resisténcia a la insulina dels teixits®”’.

<44 insulin La secrecio d’insulina mediada per glucosa
f * sy per part de les cél-lules B-pancreatiques és
un procés que depéen del canals de Ca?" i
a2enamer KT, € manera que és necessaria una
inhibici6 dels canals de K* amb una
conseguent activacié dels canals de Ca?* a
fi de poder dur a terme I'exocitosi dels
granuls que contenen la insulina (Figura 3).
La inhibici6 dels canals de K* en situacions
d’hiperglucémia és mediada per un
augment del rati ATP/ADP intracel-lular
gracies a la captaci6 i posterior
metabolisme de la glucosa.
Figura 3. Mecanisme implicat en [I'exocitosi dels Conseqientment, una inhibici6 dels canals
granuls d’insulina a les cél-lules B-pancreatiques. La de K" permeten I'obertura dels canals de

secrecio d'insulina depenent de glucosa es regulada  Ca?*, de manera que es produeix una

Y , 2, :
principalment per [obertura dels canals de Ca™, 10U 1 gpiraqa de Ca2* capag de desencadenar la
que no és I'unic mecanisme existent. La via Gly3/DAG L )
implica un mecanisme alternatiu per la secreci Ccorrecta secrecié d'insulina per part de les

d’insulina. Imatge adaptada de (8). cél-lules B-pancreatiques®.
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Per una altra banda, la via de senyalitzacié de la insulina a les seves ceél-lules diana implica
nombroses proteines encarregades de transmetre la senyal, on es destaca el substrat del
receptor d’insulina (IRS). Aquesta proteina té especial importancia ja que el seu estat de
fosforilacié implica la transduccié de la senyal de captacié de glucosa. Les quinases
encarregades de la seva fosforilacié inhibidora, com JNK, IKKB o mTOR s’han associat amb
resisténcia a la insulina i, curiosament, als darrers anys, s’han considerant com la possible
relacié entre la diabetis i I'Alzheimer®.

El tractament de la DMT2 consisteix en terapia farmacologica i canvis a l'estil de vida de
lindividu, com la dieta i l'activitat fisica, a fi d’incidir sobre I'obesitat, a causa de la seva
importancia en el desenvolupament d’aquesta malaltia. S’ha constatat que aquests canvis de
I'estil de vida a individus amb sobrepés suposen una important diana per al tractament de la
pre-diabetis, la condici6 precedent a la diabetis caracteritzada per una glucosa en dejuni
superior a 100mg/dL. L’activitat fisica, per exemple, millora la sensibilitat a la insulina
mitjangant I'increment de I'oxidacioé dels acids grassos lliures (AGL) i la millora de la funcio
mitocondrial del muscul esquelétic®. D’aquesta manera, I'estil de vida de l'individu té un rol
clau en quant a la prevencié del desenvolupament de la pre-diabetis i la DMT2. En quant a
tractament farmacologic, es destaquen les tiazolidinediones o TZD, la metformina, la
gliclazida, els inhibidors de I'a-glucosidasa i les incretines, entre d’altres. La metformina és un
dels farmacs més populars per al tractament de la pre-diabetis. El seu mecanisme d’accio es
basa en la inhibicié del complex mitocondrial |, de manera que la respiracié cel-lular queda
reprimida. D’aquest manera, la metformina aconsegueix incrementar la sensibilitat del muscul
esquelétic a la insulina com a consequéncia de la depleci6 d’ATP a causa de la inhibicié
mitocondrial®.

La DMT2 esta associada a nombroses complicacions, com
el cancer, I'Alzheimer, la depressié i malalties oculars,
cardiovasculars i renals, entre d’altres (Figura 4). A causa de
la gravetat d’algunes d’elles, I'estudi de la DMT2 té cada
vegada més interés, a fi d’esbrinar les causes i mecanismes
gue condueixen al seu desenvolupament. A més, als darrers
anys, la DM ha rebut especial atencio a causa de les dades
epidemiologiques: segons la OMS?!, al 2016 la DM era la
7ena causa de mort a nivell mundial, amb 1,6 milions de
morts anuals. Als Estats Units, per exemple, s’estima que en
2005 20 milions de persona tingueren DM, i que aquesta
xifra podria augmentar fins a 48,3 milions en 2050>!. A
Espanya, el 13,8% dels majors de 18 anys tenen DMT2, el
que gqui\(al a 53 .milions d’individu§12. Per tant, les Figura 4. Principals complicacions
complicacions associades a la DM, aixi com les dades ;ssociades ala DMT2. La quantitat
epidemioldgiques han afavorit I'atencié de la comunitat i gravetat de les complicacions
cientifica sobre aquest malaltia, de manera que la DM, @associades a aquesta malaltia

. . permeten entendre la diversitat
sobre tot la DMT2, és cada vegada més un tema recurrent

. : _ _ - dels mecanismes implicats en la
en 'ambit de la investigacio. seva fisiopatologia. Imatge

adaptada de (5).
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Alzheimer i neuroinflamacio

L’Alzheimer és una malaltia neurodegenerativa considerada la major causa de deméncia arreu
del mon. La deméncia es defineix com la pérdua general de memoria, habilitats comunicatives
com el llenguatge i altres capacitats relacionades amb el pensamnet'®. L’Alzheimer es
caracteritza per una acumulacié extracel-lular de peéptid B-amiloide (AB) i una agregacio
intracel-lular de proteina tau hiperfosforilada'*. El péeptid B-amiloide és el producte del
processament de la proteina precursora amiloide (APP), que en condicions fisiologiques esta
relacionada amb el procés d’adhesio cel-lular, ja que es tracta d’'una proteina transmembrana.
Aquesta pot ser secretada a I'exterior cel-lular mitjancant el seu processament per mitja de la
B i y-secretasa, enzims encarregats de formar la proteina AB constituida per fragments de 40
i 42 aminoacids a la majoria de casos. La proteina AB no resulta toxica per al teixit nerviés,
pero tendeix agregar-se formant fibril-les, que al seu torn poden agregar-se donant lloc a les
anomenades plaques senils, que resulten neurotoxiques?®.

Per una altra banda, la proteina tau juga un paper en el correcte funcionament del citoesquelet
neuronal, de manera que s’associa als microtubuls, estabilitzant-los. Aquesta proteina
presenta al voltant 70 llocs de fosforilacié depenent de la seva isoforma. La hiperfosforilacié
de tau a residus concrets a causa d’'una activitat excessiva de quinases com la glucogen
sintasa quinasa 3 (GSK3) implica la seva agregacio i la consequent formacié dels cabdells
neurofibril-lars?.

La presencia al sistema nerviés central (SNC) de plagues senils i cabdells neurofibril-lars
constitueix un biomarcador de la malaltia d’Alzheimer, i és la responsables de la disfuncio i
pérdua de sinapsi que condueixen a la mort neuronal. Conseqlientment, la mort neuronal
conduira a la pérdua de memoria caracteristica d’aquest malaltia®2.

Al sistema nerviés central, la funcié immunoldgica es duu a terme gracies a les cel-lules de la
microglia. En condicions d’abséncia d’infeccié o dany neuronal, aquestes cél-lules es troben
quiescents, per mitja de la seva interaccié amb proteines neuronals com CX3CL1 o CD200.
La seva activacio, degut a preséncia d’infeccid, implica la produccio i secrecié de citoquines
proinflamatories i ERO?. Els factors que poden conduir a I'activacié de les cél-lules de la
microglia son heterogenis: proteines toxiques, agents infecciosos, depressi6, diabetis i
hipertensio, entre d’altres!’. Tot i que aquestes secrecions estan intimament relacionades amb
el dany neuronal i la progressié de les malalties neurodegeneratives, s’ha trobat evidéncia de
gue activacions puntuals de la microglia no tenen efecte perjudicial sobre el SNC i que, fins i
tot, sOn essencials, ja que algunes citoquines actuen com a factors neurotrofics: son
imprescindibles per a la regeneracio del teixit neuronal. A més, la microglia juga un paper
eliminant els restes cel-lulars posteriors a un procés d'apoptosi*®. El dany neuronal
considerable apareix a causa d’'una secrecié prolongada de citoquines proinflamatories
(familia TNF, IL-1 i IL-6), i ERO, degut a una activacio repetida de la microglia.

La situacié d’inflamacié constant pot incllis resultar en la infiltracié de cél-lules del sistema
immune periferic al SNC, travessant la barrera hematoencefalica i agreujant la
neuroinflamacié?’; aquest terme fa referéncia a la preséncia de citoquines proinflamatories i
cel-lules immunitaries activades al SNC, i és una caracteristica comuna a totes les malalties
neurodegeneratives, sobre tot a malaltia d’Alzheimer, Parkinson i esclerosi multiple? (Figura 5).
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ACTIVACIO

MICROGLIA ASTROCITS

eliminacio ¢

apoptotics

Figura 5. Efecte dual de I'activacio de la microglia i els astrocits al SNC. Imatge creada a biorender.com
a partir de (2).

D’aquesta manera, per poder entendre la relacié entre I'alliberacié excessiva d’ERO i les
malalties neurodegeneratives, cal tenir present la inflamaci6, ja que és un dels
desencadenants d’aquests tipus de patologies.

TNF és una familia de citoquines cada vegada més vinculada amb l'aparicio i progressio de
malalties neurodegeneratives. Aquests factors alliberats per les cél-lules de la microglia i els
astrocits exageren la inflamacié i promouen I'alliberacié d’ERO, i es troben regulats a I'alga en
malalties neurodegeneratives!®. Contrariament, el TNF al teixit nirviés promou la regeneracié
i neuroproteccié?. A causa dels diferents efectes que por provocar al SNC, no es coneix del
tot sota quines condicions TNF té efectes beneficiosos o perjudicials pel teixit neuronal®*®. TNF-
a es sintetitza com una proteina transmembrana (memTNF) i necessita d’una escissio
proteolitica mediada per TACE (enzim convertidor de TNF-a), resultant en sTNF (TNF
soluble). Per entendre millor el paper i accioé de sTNF, cal diferenciar els seus dos receptors:
TNFR1 i TNFR2. Mentre que TNFR1 és troba a practicament tots els teixits, TNFR2 és
exclusiu de ceél-lules T reguladores, cél-lules endotelials i neurones?. La secreci6 de TNF
resulta en un augment d’expressié de molécules d’adhesié a I'endoteli vascular, de manera
que s’afavoreix la migracié6 de cél-lules del sistema immune al SNC2 La barrera
hematoencefalica manté el teixit neuronal aillat de factors nocius presents a la circulacid, de
manera que protegeix les neurones de substancies toxiques, patdgens i altres tipus d’insults.
El TNF periféric és capag de travessar-la, arribant al SNC i estimulant la secrecié de TNF per
part de la microglia?. Alteracions a la barrera hematoencefalica s’han relacionat amb malalties
com l'Alzheimer, Parkinson i esclerosi lateral amiotrofica, de manera que resulta un punt a
tenir en compte a I'hora del desenvolupament de farmacs i terapies?..

Un factor comu a malalties neurodegeneratives com Alzheimer i Parkinson, i la diabetis és la
produccié excessiva d’ERO a causa de disfuncié mitocondrial?>. De manera natural, entre un
0,4 i un 4% de I'oxigen consumit per la mitocondria a la cadena de transport electronic genera
ERO, com I'ani6 superoxid??.
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El SNC és un organ amb una elevada taxa metabolica, de manera que requereix
aproximadament un 20% del consum energétic total de I'organisme necessitant, per tant, una
elevada quantitat de mitocondries per assolir els seus requeriments. Concretament, la
demanda energetica al SNC és elevada en neurones i oligodendrocits®. Aquests tipus
cel-lulars es caracteritzen per tenir, a més, una regeneracio cel-lular restringida, de manera
gue, tenint en compte els tres factors esmentats (elevat consum energétic, major nombre de
mitocondries i baixa regeneracid cel-lular), el SNC és un organ especialment sensible a
'estrés oxidatiu, un dels factors principals en el desenvolupament de malalties
neurodegeneratives?,

A causa d'un augment de l'esperanca de vida a paisos desenvolupats i al fet de que
lAlzheimer és una malaltia estretament relacionada amb [I'envelliment, les dades
epidemiologiques sobre la incidéncia d’aquesta malaltia son cada vegada majors. Més de 25
milions de persones arreu del mon tenen deméncia, la majoria d’elles diagnosticades amb
malaltia d’Alzheimer, i es registren 5 milions de casos nous anualment. A més, el nombre de
persones amb deméncia s’espera que es dupliqui cada 20 anys?.

D’aquesta manera, degut a 'augment de I'esperanga de vida abans esmentat, I'Alzheimer
constitueix una de les malalties neurodegeneratives associades a I'envelliment que afecten a
la qualitat de vida dels ancians. A causa de la seva fisiopatologia multifactorial i a la relacié de
I'Alzheimer amb multitud d’altres malalties, la investigacié de nous tractaments per I'Alzheimer
és cada vegada major. Curiosament, la majoria de terapies, que es detallen a I'apartat 7.
Perspectiva de futur, estan relacionades amb antioxidants, de manera que la relacié entre
I'estrés oxidatiu i 'aparicio i evolucié de I'Alzheimer és cada vegada més clara.

Relacié entre diabetis i Alzheimer: possible paper de l'estres oxidatiu

Cada vegada més s’esta donant suport a la idea que sustenta la relacio entre la diabetis i
l'Alzheimer, fins i tot alguns autors es refereixen a I’Alzheimer com la diabetis mellitus tipus 3.
Certs estudis senyalen que els pacients amb DMT2 tenen un 65% més de probabilitat de
desenvolupar Alzheimer. Concretament, es pensa que la deficiéncia o resisténcia a la insulina
sén mediadors neurodegeneratius, de manera que la patogenia de les dues malalties podria
tenir denominadors comuns®.

L’evidéncia més acceptada es fonamenta en que la diabetis, més concretament la DMT2, a
causa de la resisténcia a la insulina, té la capacitat d’agreujar la situacié neurodegenerativa
de pacients amb Alzheimer?*. Teixits com el cervell metabolitzen quasi exclusivament glucosa,
de manera que depenen d’aquest substrat per al seu correcte funcionament. A més, degut a
l'elevada demanda energética del cervell abans esmentada, aquest resulta molt sensible a
canvis en el seu rati ATP/ADP, ja que ha de mantenir processos essencials per al
funcionament neuronal, com la sinapsi o I'autofagia. Aquesta darrera permet a les neurones
degradar les macromolécules aberrants; a causa de que les neurones tenen una procés
mitotic molt restringir, inclds inexistent, I'autofagia constitueix un mecanisme de reciclatge la
funcié del qual permet I'eliminacié dels components cel-lulars danyats amb la intencié de no
permetre que puguin comprometre la funcié neuronal®. Tal i com s’ha exposat abans, I'estrés
oxidatiu representa un dels factors amb capacitat d’actuar sobre proteines i lipids cel-lulars,
alterant la seva funcio i consequientment, la funcié cel-lular.
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A causa de que el SNC és un sistema que presenta una gran demanda d’oxigen, la formacio
d’ERO al SNC resulta considerablement superior en comparaci6 amb altres organs?.
Curiosament, als darrers anys, s’ha demostrat que el cervell presenta receptors per la
insulina?®, de manera que podria existir certa connexioé entre la resisténcia a la insulina al SNC
i el desenvolupament de biomarcadors caracteristics d’Alzheimer.

Sies tenen en compte els factors presentats: dependéncia de glucosa del SNC, gran demanda
energética d’aquest drgan per mantenir processos com l'autofagia, la formacié dERO i la
preséncia de receptors d’insulina al SNC, es pot establir la possible relacié entre les dues
patologies. Cal dir que, a causa de de que la fisiopatologia de les propies malalties per separat
encara no es coneix totalment a dia d’avui, la relacié especifica entre les dues roman encara
una incognita®*.

4. Obijectius

El present treball presenta tres objectius principals. En primer lloc es pretén explicar, des d’un
punt de vista molecular, la possible relacié entre la diabetis i I'estrés oxidatiu, I'’Alzheimer i
I'estrés oxidatiu i la diabetis i 'Alzheimer, amb I'estrés oxidatiu com a denominador comu. Tot
i que la relaci6é entre les dues patologies roman encara un interrogant, aquest treball recull
'evidéncia més sustentada actualment que expliqui dita connexid.

5. Materials i métodes

Per dur a terme aquest treball s’han emprat tres motors de cerca: PubMed (majoritariament),
Google Académico i Google. A la Taula 1 es recull la cerca realitzada a fi de trobar la informacio
necessaria pel desenvolupament de la memoria. PubMed és un cercador que permet accedir
a revisions i assajos clinics relacionats amb la investigacié biomeédica. S’ha fet Us d’aquest
motor a fi de trobar articles cientifics realitzats per especialistes en estrés oxidatiu, diabetis i
Alzheimer. Sobre tot s’han emprat d’articles de revisié (Review a la Taula 1), tot i que també
s’han consultat articles més especifics i de caracter clinic (Assaig clinic a la Taula 1) amb la
intencié de complementar la informacié obtinguda amb les revisions. Les cerques s’han
centrat majoritariament en publicacions dels darrers anys a fi de presentar la informacié més
recent. Tot i que en gran part s’han emprat articles dels darrers 10 anys, alguns articles tenen
dates de publicacié anteriors, sent el més antic un article publicat fa 26 anys. Gracies a
laplicacié del filtre “Als darrers 10 anys” de PubMed, s’ha pogut elaborar un treball amb
informacio recent i en concordanga amb els avencos tecnologics. Per a realitzar una cerca
molt més especifica, també s’han emprat els termes Title i Title/Abstract que facilita PubMed.
L’us d’aquets es detalla a la columna “Cerca” de la Taula 1. La seleccié dels articles d’interés
per al treball, un cop feta la cerca, s’ha dut a terme mitjancant una lectura de seu l'abstract.

En darrer lloc, les cerques realitzades a Google Académico i Google s’han realitzar per termes
generals i conceptes de caracter divulgatiu. Aquestes es detallen al final de la Taula 1.
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Taula 1. Recull de les cerques dutes a terme a fi d’obtenir la informacié necessaria per a la realitzacié
de la memoria. S’especifica la cerca concreta realitzada, amb I'aplicacio, si és el cas, dels termes Title
o Title/Abstract, el motor de cerca emprat, els filtres aplicats (Review, Assaig clinic o Als darrers 10
anys), el resultats obtinguts i la seva correspondéncia amb la bibliografia del treball.

Motor de . Assaig | Als darrers | Resultats Resultats a
Cerca Review o . . i
cerca clinic 10 anys obtinguts | la bibliografia
(oxidative .
stress(Title]) AND v v 116 (7)('3(5)6) !
diabetes[Title]
(oxidative
stress[Title]) AND 4 4 18 (13)i (37)
Alzheimer[Title]
(diabetes|[Title]) AND v 183 (24), (44)
Alzheimer[Title] (46)
(oxidative
stress[Title]) AND v .
neurodegenerative ! (2), (4)1(22)
disease[Title]
(TNF[Title]) AND v (36)
Alzheimer[Title]
(neurodegenerative[
Title]) AND v v 246 (18) i (19)
neuroinflammation
(blood-brain
barrier[Title]) AND 4 4 34 (21)
Alzheimer[Title]
(oxidative v v
stress[Title/Abstract]) PubMed 1rre2 (1), 3). (25)
(diabetes]Title]) v 30563 (2156?) ( 2(293))
(14), (23)
(Alzheimer[Title]) 4 13287 ((:83)) ((:;))
(51), (52)
(tau[Title]) AND
(insulin[Title]) 82 )
(inflammation AND v v
(CNS[Title]) 177 (17
(inhibition of TNF)
AND
v
(neuroinflammation[T 1112 (20)
itle/Abstract])
(NF-kB[Title]) AND
(insulin[Title]) 107 (27)
(oxidative
stress[Title]) AND K v 105 (28)
channel
(gliclazide[Title]) v v
AND (diabetes[Title]) 8 (31)
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(microRNA[Title])
AND
(diabetes|[Title/Abstra

ct])

(transgenic
model[Title]) AND
Alzheimer[Title]

((APP[Title/Abstract])
AND
(Alzheimer[Title/Abst
ract])) AND
(oxidative
stress[Title/Abstract])

((DNA[Title]) AND
(Alzheimer)) AND
(neurodegenerative)

(cytochrome ¢
oxidase[Title]) AND
(DNA
mutation[Title/Abstra

ct])

(cytochrome ¢
oxidase[Title]) AND
(Alzheimer[Title])

(insulin[Title]) AND
(brain function[Title])

(insulin[Title]) AND
(amyloid precursor
protein[Title])

(tau[Title]) AND
(oxidative
stress[Title])

(therapy[Title/Abstrac
t]) AND (type 2
diabetes[Title/Abstra
ct])

619

(33) i (34)

95

(39)

616

(38)

250

(39) i (41)

(40)

26

(42)

(45)

19

(49)

60

(53)

1435

(30)

“el peptido b
amiloide”

“fosforilacion de tau”

Google
Académico

5880

(15)

3190

(16)

“principales causes
de muerte en el
mundo”

“la diabetes en
espana”

Google

55600000

(10)

46100000

12)
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6. Resultats i discussié
6.1 Estres oxidatiu i diabetis
Estres oxidatiu, resisténcia a la insulina i disfuncié a les cél-lules B-pancreatiques

Evidéncia recent suggereix que la produccid excessiva d’ERO mitocondrial podria ser
conseqliencia de la hiperglucemia i 'acumulacié d’AGL caracteristics de quadres clinics amb
DMT2. En primer lloc, tant I'elevada concentracié de d’AGL com la hiperglucemia actuen
induint I'activitat de I'enzim NOX, afavorint la formacié de les anomenades ERO d’origen no

mitocondrial®?®. A més, a causa de I'acumulacio d’AGL,

3 es produeix un metabolisme excessiu d’acids grassos
F dins la cel-lula, de manera que les ERO formades a
£ nivell mitocondrial a la cadena de transport electronic i
E aquelles formades a causa de l'activitat de NOX a la
2 ol AUC P<0.01 membrana cel-lular comencen a acumular-se. Una de
f‘-g ; ; i les dianes de les ERO a les cél-lules és IKKB. Mitjiangant
w

modificacions redox a residus de cisteina, les ERO
permeten l'activacié aberrant de la via IKKB/NF-kB?’.
Cai et al. feren Us de ratolins LIKK, un model transgénic
que expressa de manera constitutiva IKKB a hepatocits.
Els resultats (Figura 6) mostren com el model animal

Age (weeks)

g

LIKKT#Tg

.\k\LlKKYg . . . 3 .
LB 2 transgeénic presenta majors concentracions d’insulina
200 Y sérica en dejuni en comparaci6 amb els ratolins

Glucose (mg/dl)
H
=

o

" " A A A

salvatges. A més, la concentracié de glucosa resulta
més elevada tant en el cas dels homozigots (Tg/Tg) com

Figura 6. Concentracions d’insulina en
dejuni i glucosa al model animal
transgénic LIKK homozigot (Tg/TQ) i
heterozigot (Tg) en comparacié amb
ratolins salvatges (WT). Imatge

dels heterozigots (Tg) amb sobreexpressié d'IKKB?.
Addicionalment, els investigadors demostren un
increment de citoquines presents al sérum dels ratolins
transgeénics?®.

adaptada de (28).

El resultat més significatiu mostra 'augment de I'lL-6 al
cas dels LIKK homozigots. Aquest resultat dona suport a I'activacié aberrant de la via IKKB/NF-
KB als animals transgénics, ja que I'expressio de citoquines com IL-6 és una de les dianes del
factor de transcripcié NF-kB. A més, en cas d’induir I'expressié d’un inhibidor d’'IKK, el fenotip
dels ratolins transgenics es restableix, demostrant la possible relacié entre l'activacio
constitutiva d’aquesta via a causa de les ERO amb biomarcadors caracteristics de resistencia
a la insulina a models animals. Lligat amb els resultats anteriors, els autors demostren que
I'acumulacié de lipids té efectes inflamatoris i pot arribar a causar resisténcia a la insulina a
teixits com el fetge. D’aquesta manera, es conclou la possible relaci6 entre la formacié d’ERO
cel-lular amb I'activacié aberrant de la via IKKB/NF-k i I'evolucio de la DMT226:28,
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L’excés d’AGL i la consequent acumulacié ERO
abans esmentada també sembla jugar un paper a
'hora de permetre mantenir oberts els canals de
’J—l r‘—| K*, de manera que es suprimeix I'obertura dels
o Ll IZI canals de Ca?* i la conseqiient sensibilitat de la
RN o e e s cél-lula B-pancreatica a la secrecié d’insulina®.
Investigacions amb ratolins knockdown pel
receptor de sulfonilurea tipus 1 (Surl), una de les
subunitats dels canals de K*, mostren com la
inhibicié dels canals de K* afavoreix la secrecio
i | 7 W uin At Se0css d’insulina per part de les cél-lules B-pancreatiques
en presencia de diferents concentracions de
Figura 7. Efecte de la subministraci6 de peroxid d’hidrogen (Figura 7)®*. A més, s’ha
concentracions creixents d’H:0: a ratolins  ghservat que els enzims antioxidants SOD i CAT
knockdown i salvatges (WT) per Surl sobre , \
la concentracio  dinsulina secretada  al €S troben regulats a I'alga en el cas de cél-lules B-
pancrees. Imatge adaptada de (29). pancreatiques amb disfuncions a I'hora de secretar
insulina. Segon Gier et al. i Drews et al., existeix
una relacié entre I'obertura dels canals de Ca?* i 'expressio d’enzims antioxidants, de manera
gue una inhibicié dels canals de Ca2* a causa de I'obertura continuada dels canals de K* com
a consequéncia d’'una acumulacié d’ERO intracel-lular provoca una augment de I'expressio
de SOD i CAT per fer front a la situacio d’estrés oxidatiu cel-lular?®?°, En un estudi realitzat
amb gliclazida, un potent antioxidant que actua inhibint els canals de K*, s’observa que
'addicid6 d’aquest compost a illots
pancreatics implica una disminuci6 A g 0y
en lactivitat de SOD i CAT en
comparaci6 amb cél-lules control
(Figura 8). Aquesta evidéncia indica
gue la inhibicié dels canals de K* (i la
consequent obertura dels canals de
Ca?") podria estar directament 4h gliclazide [10 pM] + +
relacionada amb una disminuci6 dels
nivells dERO cel-lular, de manera Figura 8. Efecte de la subministracié de gliclazida a illots
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que I'activitat dels enzims Pancreatics sobre [lactivitat dels enzims SOD i CAT en
antioxidants no resulta tan comparacié amb cél-lules control (+). Imatge adaptada de
(29).

necessaria. Es conclou [lestreta

relacié entre el funcionament dels canals de K* i Caz* a les cél-lules pancreatiques, i la
consequent capacitat secretora d’aquestes amb I'estrés oxidatiu cel-lulari'expressio d’enzims
antioxidants?®.

Aquests resultats proven el paper de les ERO sobre diferents vies que culminen amb la
disfuncio de les cél-lules B-pancreatiques i, conseqlientment, amb I'evolucié de la resistencia
a la insulina. Els descobriments donaren peu al desenvolupament de noves terapies, com per
exemple I'is de la curcumina, un inhibidor d'IKKB. Resultats d’investigacions recents no
només demostren una millora dels parametres de secrecié d’insulina i glucosa sérica a
humans subministrats amb curcumina, sind que també s’observaren beneficis sobre les
alteracions associades amb la diabetis, com les complicacions vasculars3°3L,
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Per una altra banda, la gliclazida abans esmentada és un farmac que s’administra avui en dia
a pacients amb DMT23%2. Tot i la seva popularitat, als darrers anys s’han realitzat assajos clinics
on es comparen els efectes de la gliclazida amb altres farmacs com la liraglutida i la
metformina en pacients amb DMT?2. Els resultats mostren una millora de parametres com la
hemoglobina glicosilada, el greix intrahepatic i el pes corporal en el cas dels pacients
subministrats amb liraglutida en comparacié amb els administrats amb gliclazida, demostrant
gue, tot i ser un farmac amb una diana clau per al tractament de la DMT2, la gliclazida podria
ser desplaca per altres farmacs anti-diabétics més especifics. Aixi, 'excés I’ERO a les
cél-lules B sembla tenir un paper clau a 'hora de desencadenar els processos que acaben
provocant la seva disfuncio i consequiient apoptosi, de manera que la majoria de terapies es
basen amb I'is de molécules antioxidants a causa del pes que sembla tenir I'estrés oxidatiu
en el desenvolupament d’aquesta malaltia.

Estrés oxidatiu i expressiéo de miRNAs involucrats amb I’'evolucié/proteccié enfront la diabetis

Investigacions recents mostren una possible relacié entre I'estrés oxidatiu i I'expressio de
miRNAs involucrats amb I'evolucié de la diabetis®:. Concretament, destaca miR-21: aquest es
troba incrementat al plasma d’individus amb DMT2. Els resultats (Figura 9a) mostren com miR-
21 es troba augmentat al plasma d’individus amb intolerancia a la glucosa i amb DMT2, en
comparacié amb individus normo-tolerants a la glucosa®. Addicionalment, els investigadors
determinaren les concentracions d’espécies reactives d’oxigen i SOD2 als mateixos individus
(Figura 9bi 9c). Els resultats indiquen una major concentracio d’ERO als individus diagnosticats
amb DMT2 en comparacié amb els intolerants i normo-tolerants a la glucosa. A més, la
concentraciéd de I'enzim antioxidant SOD2 es troba disminuit als pacients amb DMT2 i
intolerancia a la glucosa, demostrant que aquests tenen més susceptibilitat al dany causat per
les ERO degut a la falta de proteccié antioxidant. Amb aquests resultats, els autors estableixen
una relacio probable entre un augment d’estrés oxidatiu a DMT2 i una major concentracio de
miR-21. Gracies als resultats obtinguts en el cas dels individus intolerants, els autors
conclouen el possible Us del miR-21 com a biomarcador tempra per a la deteccié de DMT234,
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Figura 9. Comparacio entre la concentracio de miR-21, espécies reactives d’oxigen (ROS) i SOD2 a
individus normo-tolerants a la glucosa (NGT), intolerants a la glucosa (IGT) i amb diabetis tipus 2 (T2).
Imatge adaptada de (34).

Contrariament, s’ha trobat I'existéncia de miRNAs amb efectes protectors a individus amb
diabetis, com el cas de miR-9%. Segons investigacions recents, miR-9 inhibeix la mort a
cél-lules cardiaques (piroptosi) en cultiu. Aquests descobriments tenen especial rellevancia a
causa de que la cardiomiopatia diabética és una de les complicacions associades a la DMT2.
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En aquest estudi, els investigadors demostraren com miR-9 inhibeix I'activacié d’ELAV like
protein 1 (ELAVL1), una proteina d’'unié a RNA. ELAVL1 activa la caspasa-1 encarregada, en
darrera instancia, d’induir la piroptosi. A més, els investigadors demostren que la
hiperglucémia és capag d’activar la resposta inflamatoria, que jugara un paper important a
'hora de contribuir a la mort de les cél-lules cardiaques. Aquests resultats permeten
considerar el potencial terapéutic de miR-9 a pacients amb DMT2 que presenten
complicacions cardiaques, evitant la pérdua de teixit cardiac per piroptosi®®.

Als darrers anys s’ha presenciat un important creixement en les investigacions basades amb
miRNAs, ja que aquests, en molt casos, poden servir com a biomarcadors per multitud de
malalties. Segons els resultats presentats, extrets d’investigacions dels darrers 4 anys, els
miRNAs semblen aportar un punt de vista més a I'enteniment de la fisiopatologia de la DMT2,
de manera que cada vegada es podra caracteritzar amb més detall aquesta malaltia
metabolica tan heterogenia. A I'apartat de perspectives de futur, s’entra més en detall sobre
les darreres investigacions basades en mIiRNAs, ja que aquestes estan augmentant
exponencialment als darrers anys gracies als avencos tecnologics.

6.2 Estrés oxidatiu i malalties neurodegeneratives. Enfoc en la malaltia d’Alzheimer

TNF i neuroinflamacio: el paper de TNFR

m

Segons un estudi realitzat en ratolins amb Alzheimer 12-month-injected CA1
triple transgénics (homozigots 3xTg-AD; knockdown —
per a la presenilina, proteina precursora amiloide i ]
tau®®), la inhibicié global a llarg termini de TNFR1 i
TNFR2, sense especificitat pel tipus o fase cel-lular,
resulta en una complicacio de la patologia®’: aix0 dona
suport a la teoria del paper neuroprotector de TNF a la
malaltia d’Alzheimer. Mitjangcant I'us de siRNAs
especifics, es prova de silenciar Ig vig de TNF de RONINTA w:%\ P%\,;(&\\
manera meés precisa. El resultats indicaren que la & & ) &8
senyalitzacio de TNER és cor'r1pI.(e>.<a, de manera que és Figura 10. EI knockdown de TNF-RII
poc probable que farmacs inhibidors de TNF-a que jmplica un augment en la formacié de
suprimeixen la seva senyalitzacié de manera general, PHF en comparacio amb els knockdown
sense tenir en compte el tipus cel-lular o receptor Per & TNF-RI i TNF-RI + RIl a CAL
. . .. . Imatge adaptada de (37).
concret, puguin servir com a terapia per a malalties
com I'Alzheimer®’. Els resultats s’obtingueren mesurant
la quantitat de PHF (filaments helicoidals aparellats (paired helical filament), formats per
agregats de proteina tau hiperfosforilada i caracteristics de malalties neurodegeneratives) per
mitja d’intensitat de pixels a una mostra de cervell de ratoli, més concretament a CA1: Cornu
Ammonis 1, una regié de I'hipocamp (Figura 10). S’empra siScr, una sequencia sense
especificitat per cap regié del genoma de ratoli, com a control negatiu (primera barra a la
Figura 10). Els resultats mostren que la inhibici6 de TNFR2 mitjancant siRNAs especifics
implica un augment en la quantitat de PHF. En canvi, quan es silencia conjuntament TNFR1
+ R2, els nivells de PHF disminueixen drasticament, de la mateixa manera que en cas de
silenciar només TNFR1. A més, els investigadors trobaren evidéncia de que els efectes del
silenciament sobre la quantitat de plaques AB4» varia amb I'edat a la que s’injecta el siRNA als
ratolins.
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Els resultats (Figura 11) mostren diferencies en la quantitat de pixels de plaques AB4. a ratolins
injectats amb 2 0 12 mesos de vida. També s’observen diferéncies en funcié de la regi6 de
I'hipocamp analitzada: CA1 o Subiculum. Amb aquests resultats es conclou que TNF juga un
paper clau a I'hora del desenvolupament de malalties neurodegeneratives, pero la seva via de
senyalitzacié roman un punt important d’investigacié en quant a terapies per aquests tipus de
patologies®’.

Els  resultats  analitzats |  2month-injected ca1
indiguen que  existeixen )
diferéncies en l'aparicié de
biomarcadors  d’Alzheimer,
com PHF o AB42, en funcid6 del

2-month-injected Subiculum

12F4 Average pixel
Intensity per mm2 (x103)

N

. . 0 . . 0 y - o
receptor que es silencia, el o e -§?5‘"“ '\ﬁ\;\,«\ o '\53«3"“ @3‘9_\\ g
moment del < &g A o
. ., K 12-month-injected CA1 L 12-month-injected Subiculum
desenvolupament i la regio g
150 U |

concreta de I'hipocamp que
s’analitza. Aquests resultats
mostren la complexitat de la
via de senyalitzacié de TNF,
gue roman una incognita, de
manera que es desconeix

sota 'qumes condicions Figura 11. Variacio en la deposicio de plaques ABs2 segons el
proporciona un PaPEr  moment d’injeccié del siRNA a mostres de CA1 i Subiculum. Imatge
neuroprotector i sota quines adaptada de (37).

altres provoca dany neuronal.

A més, per tal de poder dissenyar farmacs concrets que puguin inhibir TNF de manera
especifica al SNC, cal tenir en compte la limitacio de la barrera hematoencefalica: no totes les
substancies sOn capaces de travessa-la. Tot i aix0, investigacions recents apunten cap als
antioxidants com la vitamina E o I'acid a-lipoic?® com a inhibidors de I'estrés oxidatiu i del TNF
periferic, de manera que es redueix la secrecié de TNF per part de la microglia al SNC?. Com
a conclusié, tot i estar relacionat amb un procés inflamatori, no cal desvincular TNF de la
produccio d’ERO, ja que la seva connexio té cada vegada més suport.

D’aquesta manera, segons l'evidéncia presentada, TNF és una diana clara per al tractament
de malalties neurodegeneratives com I'Alzheimer, jugant un paper clau en la produccié d'ERO
i neuroinflamacio.
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Estres oxidatiu i formacié de plaques B-amiloides: via INK i p38

L’estrés oxidatiu cel-lular contribueix a la formaci6é de plaques AB, ja que les ERO tenen la
capacitat d’incrementar I'activitat dels enzims proteolitics B i y-secretasa®. S’ha trobat
evidencia de que una acumulaci6 de 4-hidroxilnonenal (HNE), un subproducte de la
peroxidacio lipidica, intensifica I'expressio de la B-secretasa®. Els resultats (Figura 12) mostren
com diferents concentracions d’HNE (0,5-5 yM) incrementen tant la produccié com secrecio
d’ABao i AB42 a la linia cel-lular NT, de neurones diferenciades.
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Figura 12. Efecte de diferents concentracions d’HNE (0,5-5 uM) sobre la secrecié i produccié d’ABaso i
AB42 a la linia cel-lular NT2. Imatge adaptada de (39).

A més, els investigadors volgueren demostrar quin és el mecanisme cel-lular que condueix a
l'increment de B-secretasa. Partiren de dues hipotesis: la via involucrada és la JAK/STAT o la
JNK i p38. Els resultats s’obtingueren mitjangant I'is d’inhibidors especifics (AG490, i
SP600125 i SB203580, respectivament) per cada una de les vies. S’observa que no existeixen
canvis en les concentracions d’HNE neuronal en cas d’inhibir la via JAK/STAT, de manera
que aquesta no és I'encarregada de controlar aquest procés. En canvi, en cas d’inhibir la via
JNK i p38, els nivells cel-lulars d’HNE baixen considerablement (Figura 13), demostrant que
aquesta via domina la sobreexpressio de la B-secretasa, i és el punt clau a tenir en compte de
cara al disseny de tractaments®.

94 0] Gont
Els resultats presentats en relacié amb I'efecte de les ERO °1 =:::§':" ”
sobre la formacio d’AB tenen especial rellevancia ja que s’ha | B ¥ :
demostrat I'existéncia d'una retroalimentacié positiva
d’aquest procés, de manera que les propies AR tenen la
capacitat de produir ERO?, i aquestes incrementar la
producci6 d’ERO mitjangant el mecanisme descrit
anteriorment. D’aquesta manera, I'efecte de les ERO sobre la 3
formacio de les plaques B-amiloides té cada vegada més pes. St ot NG
Tot i aix0, existeix evidéncia de que la via JNK es troba
activada en excés unicament en ratolins transgénics amb Figura 13. Efecte de la inhibicio
dany oxidatiu avancat, i no tant amb ratolins on es comenca de la via JNK amb SP600125

. C i 39 sobre [l'expressi6 de la -
a produir el dany oxidatiu™. secretasa. Imatge adaptada de

(39).
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Atés que la malaltia d’Alzheimer sol aparéixer a causa de dany oxidatiu acumulat al llarg de
vida de I'individu??, cal tenir present aquesta via i el paper dels productes de la peroxidacio
lipidica, ja que com han demostrat Tamagno et al®®, existeixen farmacs especifics inhibidors
gue permeten bloquejar la via d’expressié de la B-secretasa. Tenint en compte que aquests
experiments s’han realitzat in vitro, s’ha de considerar que la via JNK participa en multitud de
processos essencials per a la supervivéncia cel-lular, i el disseny de farmacs inhibidors
d’aquesta via haurien de poder assegurar la supervivéncia alhora que inhibeixen la formacié
de plaques B-amiloides.

Mutacions al DNA mitocondrial causades per estres oxidatiu i alteracions en la formacié d’ATP

Les ERO, a més, actuen sobre el DNA mitocondrial (mtDNA) provocant, sobre tot, delecions i
mutacions puntuals. Tot i que aquests tipus d’alteracions del material genétic tenen un efecte
clar sobre el funcionament de la cadena de transport electronic, a causa de que les
mitocondries contenen multiples copies del seu DNA propi, es requereix que aquestes
mutacions sobrepassin un llindar, de manera que les copies afectades superin les copies
salvatges a I'organul cel-lular. Una de les mutacions clau és la involucrada amb la funcionalitat
de la citocrom ¢ oxidasa (COX)“C. S’ha trobat evidéncia d’una disminucio de 'activitat d’aquest
complex, degut a mutacions, a tres de

R R T oAl oA les tretze subunitats de la proteina
R e codificades pel mtDNA en cervells de
pacients amb Alzheimer. A més, a la

mateixa investigacid (Figura 14),

demostren que la deficiencia de COX

funcional a neurones de I'hipocamp

segueix una tendéncia lineal amb I'edat

R R E R R dels individus a partir dels quals
= s’obtingueren les mostres de cervell, de

Figura 14. Correlacio entre la deficiencia de COX a manera que les disfuncions a COX
neurones de I'hipocamp _(CA) amb l'edat dels individus a estan relacionades amb I'envelliment.
partir dels quals s’obtingueren les mostres. Imatge

adaptada de (40).

% cox deficient neurons

El mtDNA és especialment susceptible
a l'accio de les ERO en comparacié amb el DNA nuclear, ja que aquest es troba just al punt
calent de produccié de les ERO: la mitocondria. A causa de dany al mtDNA, s’arriba a una
situacio de disfuncidé mitocondrial, de manera que la produccié d’ERO augmenta, generant-se
un cicle de retroalimentacié positiva?. Les mutacions al mtDNA s’acumulen al llarg de I'individu,
aquest fet explica la major incidéncia de malalties neurodegeneratives a poblacions d’edat
avancada. A causa d’aquestes mutacions, es produeix una alteracio en la sintesi d’enzims
mitocondrials, ja que la majoria d’aquests es troben codificats al mtDNA, afectant sobre tot als
processo d’obtencié d’energia. A més, les ERO tenen un efecte directe sobre els enzims
mitocondrials, de manera que s’ha trobat evidéncia d’una activitat alterada del cicle de Krebs
a cervell aillat de pacients amb Alzheimer, on en trobaren reduccions en l'activitat de la
isocitrat deshidrogenasa i a la a-cetoglutarat deshidrogenasa. Degut a una menor produccié
d’ATP, la mitocondria no podra fer front a la demanda energeética, provocant I'alteracio de
processos essencials com l'autofagia i la sinapsi‘°. Tal i com s’ha comentat anteriorment, la
relacié entre envelliment i aparici6 de malalties neurodegeneratives és cada vegada més
evident, de forma que les alteracions a COX podrien considerar-se un dels factors de risc per
al desenvolupament de patologies com Alzheimer o Parkinson*!.
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Una disfuncié a COX provoca una evident alteracié mitocondrial que compromet la correcta
formaciéo d’ATP cel-lular, a més d'incrementar la formacié d’ERO*“3. La importancia de
'abastiment d’ATP cel-lular al SNC és clau, ja que és un organ amb una gran demanda
energeética. Una de les consequéncies que pot tenir la disminucié d’ATP a neurones deficients
en COX és la reduccié de la comunicacié cel-lula-cél-lula via la sinapsi??. Degut a que
I'Alzheimer es caracteritza per una disminucié d’aquest procés degut a la mort neuronal®*,
s’estableix una possible relacié entre l'impacte de les ERO sobre el mtDNA, provocant
mutacions que afecten la correcta expressio d’enzims com COX amb I'aparicié d’Alzheimer.

6.3 Relaci6 entre diabetis i Alzheimer: denominadors comuns
Paper de la insulina al SNC

Segons investigacions recents, la insulina
regula funcions biologiques essencials al
SNC, com [latencio, l'aprenentatge i la
memoria®.  En  contradicci6  amb
evidéncies anteriors, el cervell de ratoli
expressa el receptor d’insulina, el receptor
1 del IGF i el IRS1 i 2. (Figura 15).
Curiosament, ratolins knockdown per
IGF1R al cervell mostren una reduccié de

la mida cerebral, alteracions generals al

seu comportament i discapacitat Figura 15. Expre:ssié d’IR, /GF1R,_ IRS-1 i _I_RS—2 a

intel-lectual®s Addicionalment Shan cervells de ratoli. Dades determinades mitjancant
) ! PCR a temps real. Ch: cerebel; CP: putamen; Hpc:

publicat investigacions que demostren una hipocamp; NA: nucli accumbens; NST: nucli del tracte

reduccié en I'expressio i activacid del solitari; PFEC: cortex prefrontal; RN: nucli del rafe; VTA:

receptor d’insulina, IGFIR i IGF2R a area tegmental ventral. Imatge adaptada de (45).
mostres postmortem de cervell de pacients

amb Alzheimer (Figura 16)*. Segons Steen et al., aquests descobriments permeten establir
una relacio entre la resisténcia a la insulina deguda a una menor expressié dels seus receptors
al SNC amb l'evolucié de I'Alzheimer, de manera que es comenga a classificar aquesta
malaltia com una patologia més bé neuro-endocrina, a causa de l'evidéncia que connecta
DMT?2 i Alzheimer?®.

Lligant amb I'evidéncia presentada a I'apartat 6.2, 'abastiment d’ATP neuronal és fonamental
per al seu correcte funcionament, ja que controla processos essencials com la sinapsi o
I'autofagia??. Yin et al.*’ recalquen la importancia d’'un correcte metabolisme glucidic a les
neurones per poder garantir el seu funcionament. Segons aquests autors, el metabolisme
energeétic alterat és un dels punts distintius en malalties com I'Alzheimer. L’evidéncia
presentada sobre el paper de la insulina al SNC podria relacionar-se amb aquest fet, de
manera que una menor captacié de glucosa per part de les neurones a causa d'una
senyalitzacié aberrant d’aquesta via podria comprometre el metabolisme glucidic neuronal.
Aquest fet també esta recolzat pel descobriment d’'una menor expressié de GLUT3 a neurones
de pacients amb Alzheimer?®,
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Figura 16. Expressi6 del receptor d’insulina (IR) i dels receptors 1i 2 del factor de creixement semblant
a la insulina (IGFI-R i IGFII-R) a mostres postmortem de cervell (cortex i hipocamp) de pacients amb
Alzheimer (barra gris) en comparacié amb mostres control (barra negra). Imatge adaptada de (46).

Aquest transportador duu a terme la captacio de glucosa independent d’insulina, de manera
gue la seva expressid a la baixa en patologies neurodegeneratives dona suport a la
importancia de la captacié de glucosa insulino-depenent a les neurones. Tenint en compte
gue la insulina també juga un paper afavorint els processos fisioldogics d’aprenentatge i
memoria, podria establir-se una relacio entre la resisténcia a la insulina i la menor expressio
dels seus receptors al SNC amb I'evolucié de I'Alzheimer. Tot i aix0, cal destacar que, a causa
de la complexitat de les dues patologies, encara no €s clar si la resisténcia a la insulina és
una causa o una consequencia de I'aparicio/evolucié de I'Alzheimer®, encara que la relacié
entre les dues patologies esta cada vegada més recolzada. Contrastant amb l'evidéncia
exposada al llarg del treball, I'estrés oxidatiu caracteristic de les dues malalties sembla ser un
dels denominadors comuns a I'hora d’explicar la seva relacio.

Resisténcia a la insulina i formacié de plaques B-amiloides

Cada vegada més s’esta demostrant una relacié entre la resisténcia a la insulina al cervell
amb la formacié i acumulacié de plaques B-amiloides a causa d’estrés oxidatiu i
neuroinflamacié. A més, la toxicitat de les plaques -amiloides podrien causar resisténcia a la
insulina. Com ja s’ha exposat abans, el fet de que la resisténcia a la insulina sigui una causa
0 una conseguéncia de la progressio de I'Alzheimer encara es desconeix*®. Gasparini et al.,
mitjancant linies cel-lulars de neuroblastoma (N2a) transfectades amb proteina precursora [3-
amiloide humana (BAPP695), demostren com la insulina redueix la concentracio intracel-lular
d’AB40 i AB42%°,

A la Figura 17 es representen els resultats obtinguts. Les cél-lules tractades amb insulina a les
16h (Figura 17a) presenten una menor concentracido d’Ap1-40/42 en comparaci6 amb les
cel-lules control. En contrastar aquest efecte amb el mateix tractament durant 4h (Figura 17b),
s’observa com la insulina sembla tenir un efecte disminuint la concentracio intracel-lular de
plagues d’AB40 i AB42. A més, els investigadors troben evidéncia de que la insulina redueix
I'AB present al Golgi, la principal localitzacié cel-lular on es formen els péptids AB. Aixi, la
insulina té la capacitat de promoure el transport vesicular del Golgi cap a la membrana
plasmatica, disminuint la concentracié d’AB dins les neurones. Amb aquests resultats, els
autors conclouen el paper de la insulina en el trafic cel-lular dels péptids B-amiloides®®.
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Figura 17. Determinacio de la presencia d’AB1-40/42 a lisats de linia cel-lular N2a tractats amb insulina.
Resultats obtinguts per immunoprecipitaci6 amb |'anticos 6E10 contra AB1-40/42 a les 16h del
tractament amb insulina (a) i a les 4 i 16h del mateix tractament (b). Imatge adaptada de (50).

A més, investigacions recents mostren una relacié entre la resisténcia a la insulina, la formacié
aberrant de plaques B-amiloides i I'activacié constitutiva de la via JNK. Resultats obtinguts a
partir de cultius cel-lulars de neurones de I'hipocamp amb oligdmers d’Af mostren un elevat
nivell de IRS1 fosforilada a residus de serina. Aquesta fosforilacié bloqueja el mecanisme de
transduccié de senyal de la insulina i es duu a terme per mitja de la via INK®.. Segons Zhou
et al. i mitjancant ratolins doble transgenics APP/PS1, els agregats d’AB son capagos de
gener resistencia a la insulina a macrofags intestinals mitjangant I'activacio de la via JNK, de
manera que s’incrementa la concentracié de IRS fosforilada. Els autors conclouen que la via
JNK i els seus inhibidors podrien resultar en una possible terapia contra la resisténcia a la
insulina derivada d’Alzheimer®2.

La connexio entre la resisténcia a la insulina i la formacioé de plaques B-amiloides, aixi com la
relacié inversa sembla tenir cada vegada més pes. Els resultats de Gasparini et. al. mostren
com la insulina té la capacitat de promoure el transit vesicular al Golgi de manera que els
péptids amiloides s’acumulen a I'exterior cel-lular. Tot i que aquest fet implica un benefici per
a la neurona, ja que d’aquesta manera evita totes les complicacions associades a la formacié
de plagues B-amiloides, es desconeix quins efectes té 'acumulacioé d’aquestes substancies a
I'exterior cel-lular. En quant a la relacié de la resisténcia a la insulina i el desenvolupament i
progressié de I'Alzheimer, varis autors senyalen que la secrecié d’'insulina decreix amb I'edat.
Com ja s’ha comentat al llarg d’aquest treball, les malalties neurodegeneratives com
I'Alzheimer apareixen a causa, principalment, de dany oxidatiu i mutacions al mtDNA
acumulades al llarg de la vida, per tant, la possible relacié entre les dues patologies sembla
tenir com a denominador comu I'edat avangada dels individus que les pateixen.

En darrer lloc, cal recalcar I'activacié de la via JNK per mitja d’acumulacié d’estres oxidatiu
cel-lular presentada a I'apartat 5.2. Amb els resultats aportats, sembla existir una relacié entre
la resisténcia a la insulina, la formacié de plaques B-amiloides i I'estrés oxidatiu cel-lular, de
maner que JNK és el factor que lliga els tres conceptes.
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Resisténcia a la insulina i hiperfosforilacié de tau

Mitjancant ratolins knockout per IRS2, Schubert et al.
demostren que una inhibicié de la via de senyalitzacié
de la insulina al cervell implica la hiperfosforilacié de - ‘ o

AT8 (Ser202) AT180 (Thr231)

tau mitjangant l'activacié aberrant de la GSK3°.
Segons els resultats (Figura 18), tau fosforilada a  Irs2* wt  Irs2- wt
Ser202 es troba incrementada als ratolins deficients - - o it o de T
en IRS2. En quant a tau fosforilada a Thr231, no es f(;gflj)rf‘”a o axpsrgrszsgjz iI eégpe%?a dae an";‘g
troben  resultats  significatius.  Segons  els .. icos ATS i Tau fosforilada a Thr231 i
investigadors, i recolzant I'argument amb altres detectada amb I'anticos AT180 a lisats de
autors, la fosforilacié de tau a Ser202 té més pes a Cervell de ratolins knockdown (Irs2”) i
I'hora d’induir neurodegeneracio que no la fosforilacié 3§|¥$ges (wt) per IRS2. Imatge adaptada
a Thr231. A més, en el cas dels animals knockout per

IRS2, tant tau fosforilada a Ser202 com tau fosforilada a Thr231 tenen un migracié
lleugerament menor que en el cas del ratolins salvatges. Aquest fet dona suport a la correcta
fosforilacié de tau i al consequient augment del seu pes molecular®. Per donar més suport al
seus resultats, els autors analitzen si tau fosforilada s’acumula al cervell dels ratolins, més
concretament a CAl i al cos estriat (Striatum) (Figura 19). A causa de que els ratolins knockout
per IRS2 morien entre les setmanes 10 15 de

wt Pdx1'e Irs2--::Pdx1'9 . ) . .

r vida com a conseqiéncia de la diabetis
o provocada per la seva modificacié genética,

2 = - aquests es creuaren amb ratolins Pdx1, un
é £ model transgenic que expressa el factor de
o ‘g transcripci6 Pdx1, essencial per a la
7 - funcionalitat de les cél-lules B-pancreatiques,

- de manera que s’obtenen els ratolins Irs2-
> g :Pdx1'. Els resultats obtinguts (Figura 19)

el O & mitjangant I'is de I'anticos AT8 (especific
é ’ contra tau fosforilada a Ser202) mostren com
of 2 els ratolins Irs27::Pdx1' tendeixen a acumular
% - més tau fosforilada a Ser202 tant a CA1 com

a Striatum, i que aquesta acumulacié

_ . _ augmenta amb l'edat dels animals. A més,
Figura 19. Presencia de tau fosforilada a Ser202 Schubert et al. d t | toli
detectada mitjancant immunotincié amb [‘anticos chubert et al. aemostren que e_s raOIr,IS
AT8 a ratolins salvatges (wt), ratolins Pdx19 i Irs2”:Pdx1'9 presenten una mida més
ratolins Irs27::Pdx19 de 12 i 16 mesos de vida en reduida als seus cervells en comparacié amb
mostres de CAL i Striatum. Imatge adaptada de (9). els animals salvatges. D’aquesta manera, els

autors conclouen la possible relacié entre la
desregulaci6 de la via de senyalitzacio de la insulina amb [l'aparici6 de malalties
neurodegeneratives, més concretament I'’Alzheimer, ja que les acumulacions de proteina tau
hiperfosforilada i la formacié de filaments helicoidals aparellats sén caracteristics d’aquesta
patologia®.
Per determinar el paper de GSK3 a la hiperfosforilacié de tau i la seva implicacié en aquest
procés, Lovell et al.>® proven l'efecte de I'addicio de Fe?*/H,O, com a inductors d’estrés
oxidatiu cel-lular sobre la hiperfosforilacié de tau i I'activitat de la GSK3. Els seus resultats
mostren com una addicié de Fe?/H,O, sobre un cultiu de neurones de rata implica un
increment en la fosforilacié de tau, aixi com un augment en l'activitat de la GSK3.
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A més, en cas d’afegit un compost inhibidor de la GSK3, el liti, I'activitat de la GSK3 es redueix
considerablement, com també es redueix la preséncia de tau fosforilada. Segons aquests
resultats, els autors conclouen que un increment en l'activitat de GSK3 a causa d’estrés
oxidatiu esta relacionat amb la hiperfosforilacié de tau en models animals®.

Els resultats presentats indiquen una possible relacié entre quatre factors: una menor
senyalitzacié de la via de la insulina, tau hiperfosforilada, I'activitat de la GSK3 i I'estrés
oxidatiu. Segons l'evidéncia aportada, és possible que existeixi una relacié entre aquests
guatre factors, pero cal recalcar que els resultats només han estat provats en models animals.
A més, en el cas dels resultats obtinguts per Lovell et al., no s’especifica el lloc de fosforilacio
concret de tau que, segon Schubert et al., té especial rellevancia, ja que tau fosforilada a
Ser202 sembla tenir major pes en la induccio de la neurodegeneracié. Per una altra banda,
s’ha vist que la via de senyalitzaci6 de la insulina és important per a la correcta formaci6 de
tau normal. D’aquesta manera, quan aquesta esta alterada per una resisténcia a la insulina,
per exemple, la falta de tau normal i 'acumulacié de tau hiperfosforilada mitjangant el
mecanisme descrit anteriorment condueix a la formacié de fibres insolubles de tau que
provoquen el col-lapse del citoesquelet neuronal i disfuncions a la sinapsi*°. Com a conclusio,
existeix una possible relacié entre una disfuncié a la via de senyalitzacié de la insulina amb
I'aparicié de filaments helicoidals aparellats caracteristics de malalts amb Alzheimer. L’estrés
oxidatiu sembla jugar un paper com a denominador comu entre les dues malalties a causa del
seu efecte sobre GSKS3.

7. Perspectives de futur

Tot i que la patologia molecular concreta de cadascuna de les malalties encara no ha estat
completament elucidada, I'estrés oxidatiu és un dels candidats principals que puguin explicar
el desenvolupament de la diabetis o I'’Alzheimer. Es per aixd que la terapia amb antioxidants
resulta cada vegada més util per al tractament d’aquestes.

Un grup d’antioxidants emprat per al tractament de I'Alzheimer sén els polifenols. Aquests
tenen la capacitat d’entrat al SNC, travessant la barrera hematoencefalica, i actuar
neutralitzant les ERO. El seu mecanisme d’accié es basa en la formacié d’'un estrés oxidatiu
lleu, de manera que 'organisme intenta eliminar-lo regulant a I'alga gens protectors mitjancant
el factor nuclear NRF2. Tot i que aquesta terapia ha donat resultats satisfactoris en models
animals, encara no s’ha traslladat a humans?*3.

Com ja s’ha comentat anteriorment, I'obesitat és un factor de risc en quant al desenvolupament
de la diabetis. A causa de la creixent evidencia d’'una possible relacié entre les dues malalties,
els canvis de dieta i estil de vida en pacients amb Alzheimer resulta una alternativa en cas de
falta d’efectivitat amb la terapia antioxidant. Segons els resultats obtingut amb I'aplicacio
d’aquests canvis i la incorporacio d’activitat fisica, s’han aconseguit efectes positius en quant
a la capacitat cognitiva de pacients amb Alzheimer®13,

En darrer lloc, els miRNAs han suposat una revolucié en quant a la investigacio i recerca de
biomarcadors per a multitud de malalties. Tant la diabetis com I'Alzheimer tenen miRNAs
propis associats a I'evolucio de la seva fisiopatologia. Tot i aixd, la possible relacié entre les
malalties explicada en base als miRNAs és encara dubtosa a causa de I'elevada quantitat de
MiRNAs existents associats amb patologies que s’han pogut elucidar als darrers anys.

28



A causa de que els miRNA suposen un descobriment recent, no cal descartar avengos en
aquesta branca que puguin arribar a relacionar, no només la diabetis i 'Alzheimer, siné
multitud d’altres patologies multifactorials®*.

8. Conclusié

Amb la realitzacié d’aquest treball s’ha pogut arribar a tres conclusions concretes. En primer
lloc, la diabetis és una malaltia multifactorial en la que I'estrés oxidatiu juga un paper clau. Els
principals factors que sustenten aquesta relacié son la via inflamatoria IKKB/NF-k3, que es
troba activada de forma aberrant, la inhibicié dels canals de Ca?* i el possible paper de
MiRNAs concrets.

En quant a la relacié de I'Alzheimer amb l'estrés oxidatiu cal mencionar TNF, que juga un
paper dual i sembla aportar tant beneficis com inconvenients per al desenvolupament
d’aquesta malaltia, la via JNK i les mutacions al mtDNA.

L’evidéncia sembla demostrar que la connexié entre les dues malalties esta governada per
l'impacte de la resisténcia a la insulina sobre la formacié de plaques B-amiloides i proteina tau
hiperfosforilada al SNC. Tot i aquests descobriments i la creixent atencio sobre la relacio entre
diabetis i Alzheimer, les causes concretes que puguin atribuir-se a aquesta connexié romanen
encara incognites.
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