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Objetivos y Metodologia

En este trabajo resumo, mediante una memoria de carécter bibliogréafico, las distintas bases moleculares
que comprende una de las enfermedades neurodegenerativas actualmente mas importantes en el ser humano, la
enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, mi objetivo es agrupar el conocimiento actual sobre la enfermedad para
facilitar su compresion de modo que a partir de ahi se pueda utilizar para mejorar tanto la docencia de la misma
como las futuras investigaciones enfocadas a elaborar un tratamiento.

Para una correcta elaboracién de la memoria ha sido necesario utilizar bases de datos cientificas en las
que extraer la informacion. MEDLINE es probablemente la base de datos de bibliografia médica mas amplia que
existe, es por ello que ha sido la fuente de informacion mas utilizada para la elaboracion del trabajo. Primero fue
necesario realizar un estudio preliminar de la enfermedad para adquirir los conocimientos basicos y facilitar la
decision de palabras clave que utilizar en la bisqueda de informacién

PubMed es un motor de bisqueda que comprende mas de 23 millones de citas de literatura biomédica
de MEDLINE, revistas cientificas y libros online. La palabra clave “alzheimer” muestra un total de 74000
articulos publicados, el primer articulo publicado sobre esta enfermedad fue “Alzheimer, Alois. «Uber eine
eigenartige Erkrankung der Hirnrinde». Allg. Zschr. Psychiat. 1907; 64: 146-148”. Fue en la década de los 60
cuando se aprecia un crecimiento exponencial de la literatura cientifica hasta mas de 4700 articulos publicados
en 2013. Se repite un patrén similar en la utilizacion de palabras clave como “acetylcholine”, “beta-amyloid”,
“tau” y “apoE”, las cuales junto con la palabra clave “alzheimer” dieron lugar a los articulos seleccionados para
elaborar la memoria. Cabe destacar que hay aproximadamente 1700 publicaciones que contienen las palabras
clave “alzheimer + acetylcholine”, estas se inician a finales de los afios 70 y alcanzan su méaximo en la década
del 2000, a partir de entonces hay alrededor de 100 publicaciones anuales. En cambio, hay entre 6000 y 6500
publicaciones que contienen las palabras clave “alzheimer + beta-amyloid” y “alzheimer + tau”, se inician a
finales los 80 y crecen linealmente hasta alcanzar entre 400 y 650 publicaciones en el afio 2013.

Introduccioén

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa y la causa mas frecuente de
demencia, es incurable y terminal. La enfermedad presenta deterioro cognitivo, pérdida progresiva de la
memoria y trastornos en la conducta a medida que las células nerviosas mueren y diferentes zonas del cerebro se
atrofian. Por lo general, el sintoma inicial es la inhabilidad de adquirir nuevos recuerdos, pero suele confundirse
con actitudes relacionadas con la vejez o con el estrés. Ante la sospecha de padecer EA, el diagnostico se realiza
con evaluaciones de conducta y cognitivas 0 mediante neuroimagenes. A medida que progresa la enfermedad,
aparecen confusion mental, irritabilidad y agresion, cambios del humor, trastornos del lenguaje, pérdida de la
memoria de largo plazo y una predisposicion a aislarse a medida que los sentidos del paciente declinan.
Gradualmente se pierden las funciones biolégicas que finalmente conllevan a la muerte.

El primer caso documentado de esta enfermedad fue en 1907, cuando Alois Alzheimer describi6 el caso
de una mujer de 51 afios de edad que fue atendida en su consulta porque presentaba un deterioro de la memoria
relativamente rapido, junto con trastornos psiquiatricos. Cuando la mujer fallecié, un examen de su cerebro
reveld la presencia de “Senile Plaques” (SPs) y ‘“Neurofibrillary Tangles” (NFTs) siendo estas formaciones la
primera vez que se describian en caso de demencia hasta el momento. Los SPs y los NFTs son las caracteristicas
principales de la EA, a lo largo de este texto desarrollaremos estas caracteristicas y otras cuya comprensién es
mas reciente. Las SPs son depositos extracelulares de beta-amiloide en la sustancia gris del cerebro, estan
asociadas a estructuras neuronales degeneradas y a abundantes cantidades de microglia y astrocitos. El péptido
beta-amiloide es un fragmento de la proteina denominada “Amiloid Precursor Protein” (APP) que se encuentra
ampliamente extendida en la membrana plasmética de las neuronas. El corte de la APP mediante secretasas
puede provocar la liberacion del péptido beta-amiloide al espacio extracelular, donde formara agregados toxicos.
Los NFTs estan formados por la hiperfosforilacién de la “microtubule-asociated protein” (MAP) proteina
conocida como tau (MAP-Tau o MAPT) que da lugar a agregados insolubles. Los microtibulos se desensamblan
dafiando el sistema de transporte celular lo que provoca la muerte neuronal. Las neuronas en ciertas regiones del
cerebro se desconectan unas de otras provocando la pérdida de memoria y la atrofia cerebral.



Epidemiologia

La EA supone aproximadamente el 70% de todos los casos de demencia®. La mayoria de casos se
diagnostica en personas mayores de 65 afios (conocido como “late-onset Alzheimer disease” o “LOAD”), aunque
existen casos de inicio temprano de la enfermedad que surgen a partir de los cincuenta o incluso entre los treinta
y los cuarenta en casos mas extremos (conocido como “early-onset Alzheimer disease” o “EOAD”). Esta Ultima
es un porcentaje muy bajo de los afectados y normalmente esta asociado a factores genéticos (por eso reciben
con frecuencia el nombre de “familial AD” o “fAD”). Las tasas de incidencia de la patologia aumentan
significativamente con la edad, doblandose cada 5-10 afios®. También hay diferencias de incidencia dependiendo
del sexo, ya que se aprecia un riesgo mayor de padecer la enfermedad en las mujeres, en particular entre la
poblacién mayor de 85 afios (1,5 a 3 veces mayor que en los hombres)®. El aumento del riesgo de EA en las
mujeres coincide con la menopausia y, en consecuencia, con la deficiencia de estrogenos en el cerebro. Los
estrégenos, de hecho, parecen tener un efecto protector contra la patologia de la EA.

Se estima que aproximadamente en la Unién Europea, 3.286.000 personas tienen demencia y 824.000
nuevos casos se desarrollaran cada afio®. En Espafia, entre la poblacion de 60 o més afios, el nimero de dementes
estimado respecto a la década de los 80 aumentd un 50% en el afio 2000. Se estima que se duplicaran tales cifras
para el afio 2025. El incremento de las tasas es debido al progresivo envejecimiento de la pablacion, que supone
un mayor porcentaje de personas en edad de riesgo y a los avances en el tratamiento médico que ofrecen mayor
supervivencia después del inicio de la enfermedad”. El pronéstico para cada individuo es dificil de determinar, el
promedio general es de 7 afios®, menos del 3% de los pacientes viven por més de 14 afios después del
diagnéstico®.

Cuadro clinico

En el cuadro clinico de la EA se distinguen cuatro etapas o fases. La primera fase es la etapa de pre-
demencia se caracteriza por tener algunas pérdidas de memoria, las cuales pueden pasar inadvertidas por ser
bastante leves pero con el tiempo pueden tener un efecto sobre las actividades de la vida diaria. La deficiencia
maés notable es la dificultad de recordar hechos recientemente aprendidos y una inhabilidad para adquirir nueva
informacion. También se presentan dificultades leves en las funciones ejecutivas (atencién, planificacion,
flexibilidad) o ligeros trastornos en la memoria semantica (el significado de las cosas y la interrelacion entre los
concepto). Puede aparecer apatia, siendo esta uno de los sintomas neuropsiquiatricos persistentes a lo largo de la
enfermedad.

La segunda fase se denomina demencia inicial, es la fase cuyos sintomas implican una pérdida de
memoria que puede ser desde esporadica e inusual hasta una pérdida de memoria persistente y severa también
conocida como pérdida de memoria a corto plazo. Ademas de la recurrente pérdida de la memoria, los pacientes
comienzan a presentar dificultades para el lenguaje, el reconocimiento de las percepciones o en la ejecucion de
movimientos. La memoria a largo plazo, la memoria semantica (de los hechos aprendidos) y la memoria
implicita (sobre como realizar las acciones) se afectan en menor grado que las capacidades para aprender nuevos
hechos o el crear nuevas memorias.

En la tercera fase, 0 demencia moderada, los problemas del lenguaje aumentan debido a una inhabilidad
para recordar el vocabulario. Las capacidades para leer y escribir empeoran progresivamente. Las secuencias
motoras complejas se vuelven menos coordinadas, reduciendo la habilidad de la persona de realizar sus
actividades rutinarias. Durante esta fase, también empeoran los trastornos de la memoria y el paciente empieza a
dejar de reconocer a sus familiares y seres mas cercanos. La memoria a largo plazo, que hasta ese momento
permanecia intacta, se deteriora.

La demencia avanzada es la Gltima etapa en la que se produce el deterioro de la masa muscular
perdiéndose la movilidad, el paciente experimenta incapacidad de alimentarse a si mismo. Incontinencia urinaria
y posible muerte por causas externas (infecciones por Ulceras de declbito 0 neumonia, por ejemplo). El lenguaje
se torna severamente desorganizado llegandose a perder completamente. A pesar de ello, se conserva la
capacidad de recibir y enviar sefiales emocionales. Los pacientes no podran realizar ni las tareas méas sencillas
por si mismos y requeriran constante supervision, quedando asi completamente dependientes.



Diagndstico

Actualmente no existe un test pre-mortem para diagnosticar de manera concluyente la EA. Deben
hacerse pruebas histolégicas sobre tejido cerebral, generalmente obtenidas en la autopsia’. Las pruebas de
imagen cerebral como la Tomografia Axial Computarizada (TAC), la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o la
Tomografia por Emision de Positrones (TEP) muestran diferentes signos de que existe una demencia aunque no
detallan de cual se trata. Por tanto, el diagndstico de la EA se basa tanto en la presencia de ciertas caracteristicas
neuroldgicas y neuropsicolégicas tras una observacion clinica (examen fisico y neurolégico) y el apoyo de un
escaner cerebral para detectar signos de demencia. Actualmente existen en desarrollo nuevas técnicas de
diagnéstico basadas en el procesamiento de sefiales electroencefalograficas.

Etiopatogenia

La investigacion acerca de la EA ha sido muy intensa y como resultado de ella se estan postulado un
gran ndmero de hip6tesis que ayudan a entender cada dia mas este complejo proceso neurodegenerativo. Si bien
hoy en dia no se conoce la etiologia de esta enfermedad todos los datos acumulados a lo largo de las Gltimas
décadas apuntan a un conocimiento del origen la misma cada vez mas préximo. A continuacion examinaremaos
las hipdtesis mas relevantes.

Hipotesis colinérgica

La denominada hip6tesis colinérgica, iniciada en los afios 80, se basa en conseguir un aumento del
neurotransmisor acetilcolina en el espacio intersinaptico. Segun esta hipétesis, la EA tiene sus origenes en una
deficiencia de acetilcolina, el neurotransmisor del sistema colinérgico que juega un papel clave en los procesos
de aprendizaje y memoria.

La acetilcolina (Ach) se sintetiza en el interior de la neurona a partir de colina y por accién de un
enzima denominado acetilcolintransferasa (ChAT). Una vez sintetizada, la ACh se almacena en vesiculas en el
interior de la neurona presinaptica. Cuando se produce el impulso nervioso, la ACh se vierte al espacio
intersinaptico e interacciona con receptores colinérgicos de la neurona postsinéptica. Este tipo de receptores son
de dos clases distintas: receptores nicotinicos y receptores muscarinicos y su interaccion con la ACh transmite la
sefial nerviosa. El tipo de receptores muscarinicos que se encuentran en las neuronas postsinapticas son los
conocidos por M1, mientras que en la neurona presinaptica se sitan los conocidos receptores M2. Estos ultimos
tienen como mision regular por un mecanismo de retro-alimentacion la concentracion de ACh en el espacio
intersinaptico. Es decir, la interaccion con la ACh con los receptores M2 indica a la neurona que no debe de
verter mas neurotransmisor al exterior. En el espacio intersinaptico hay ademas otro enzima que se encarga de
regular la concentracion de ACh por degradacion de la misma. La acetilcolinesterasa (AchE) degrada al
neurotgransmisor en colina y acetilo. La colina es recaptada por la neurona y el ciclo sinaptico comienza de
nuevo®.

Hipotesis excitotoxica

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio y de hecho el sistema glutamatérgico esta
implicado en los acontecimientos excitotdxicos que tienen lugar en otras muchas patologias neurodegenerativas.
La excitotoxicidad es el proceso patolégico por el cual las neuronas son dafiadas y destruidas por las
sobreactivaciones de receptores del neurotransmisor excitatorio glutamato, como el “N-Methyl-D-aspartate
receptor” (receptor NMDA) vy el “a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor” (receptor
AMPA). Las excitotoxinas como el NMDA y el 4cido kainico que se unen a estos receptores, asi como altos
niveles patoldgicos de glutamato, pueden provocar la excitotoxicidad al permitir que niveles elevados de iones
de calcio” entren en la célula. La entrada de Ca++ en las células activa una serie de enzimas, incluyendo las
fosfolipasas, las endonucleasas, y proteasas tales como la calpaina. Estas enzimas continGian dafiando estructuras
celulares como las que componen el citoesqueleto, la membrana y el ADN.



Dafio oxidativo y procesos neuroinflamatorios

Otra de las hipotesis que intentan explicar la patogénesis de la EA es la hip6tesis de los radicales libres.
El dafio producido por el exceso de las especies radicales se asocia a los procesos de envejecimiento y, en la EA,
el dafio oxidativo juega un papel importante ya que los radicales libres atacan a las neuronas produciendo la
oxidacién de lipidos, proteinas y ADN, lo que se traduce en la muerte neuronal. En condiciones normales las
especies reactivas de oxigeno (ERO) son controladas por una eficiente cascada de mecanismos de antioxidacion,
que incluye tanto la intervencion de diferentes enzimas antioxidantes como de agentes antioxidantes no-
enzimaticos. Sin embargo, durante los procesos neurodegenerativos se produce una descompesancion entre la
produccion de los radicales libres y la defensa antioxidante celular, como consecuencia se producen fallos en
diferentes funciones biolégicas conduciendo a la muerte celular. Por otro lado, en cerebros de pacientes con EA
se produce un gran ndmero de factores neuroinflamatorios como inmunoproteinas y citoquinas generadas por
neuronas, astrocitos y microglia. De manera que el dafio oxidativo y la cascada neuroinflamatoria contribuyen de
forma paralela a la patogénesis de esta enfermedad™.

Hipotesis proteina tau

Los NFT estan formados por la hiperfosforilacion de MAPT que forman agregados insolubles dentro
del citoplasma de las neuronas. Estos agregados de la proteina tau hiperfosforilada se suelen agrupar como
filamentos helicoidales emparejados (PHF), aunque pueden hacerlo de otras formas. La principal funcién de tau
es promover la estabilidad de los microtibulos (MTs), la presencia de NFT indica el fallo de las neuronas para
mantener su citoesqueleto correctamente, el cual compromete el flujo axonal y contribuye en la disfuncion
sinaptica y neurodegeneracion. Hay evidencias de que la formacién de pequefias cantidades de NFTs son la
consecuencia universal del envejecimiento, no obstante en la EA se observan grupos de neuronas que estan
preferentemente afectados por los ovillos. Son frecuentes en areas del hipocampo relacionadas con el
procesamiento de experiencias antes de su almacenamiento como recuerdos permanentes, lo cual esta
correlacionado con los déficits clinicos observados en las primeras etapas de EA en el aprendizaje, la creacion de
nuevos recuerdos Y la preservacion de recuerdos establecidos.

Hipotesis beta-amiloide

Los péptidos AP provienen de la escision por secretasas de la proteina precursora amiloide (APP). En
primer lugar esta proteina transmembrana sufre la accion de la B-secretasa que corta a APP por su dominio
extracelular liberando un fragmento, posteriormente este fragmento es cortado por el complejo y-secretasa. Los
depdsitos contienen una mezcla de varias isoformas de AP, las mas comunes son el péptido AB40 y el péptido
AP42, este ultimo contiene dos aminoacidos de mas (Ala y Ile) lo cual confiere mayor hidrofobicidad al péptido
y mayor capacidad de oligomerizar y polimerizar que las demés isoformas. Esta hipétesis sugiere que los
agregados de AP son el factor desencadenante de multitud de vias neurotdxicas, entre las que se pueden incluir
excitotoxicidad, alteraciones en la homeostasis del calcio, produccién masiva de radicales libres y procesos
neuroinflamatorios.

Sin embargo, hoy en dia no existe consenso acerca de cémo la deposicién del amiloide lleva a la
demencia y si los depdsitos de AP son suficientes por si solo para causar la enfermedad. Los estudios de
Alzheimer ya indicaban que las placas seniles se encontraban tanto en cerebros con la enfermedad como en los
controles siempre que se tratara de ancianos, lo que sugeria que tales placas podrian ser marcadores de senilidad
mas que de demencia. Ademas se ha visto que los pacientes pueden tolerar ciertos niveles de amiloidosis antes
de presentar signos de alteraciones cognitivas.

Por otro lado, la formacién de componentes del amiloide es comdn en el envejecimiento normal, y en
casos muy raros se encuentran ovillos sin la presencia de amiloide, lo que sugiere que la presencia de AP es un
evento previo a los NFTs. Sin embargo, es posible que ambos eventos celulares, aunque son fenémenos
molecularmente independientes, lleven de forma complementaria a la pérdida de la actividad de las neuronas
afectadas.



Bases moleculares de la formacion de las placas seniles

Como se ha descrito antes, las caracteristicas patoldgicas de la EA son la presencia de placas seniles
extracelulares principalmente compuestas del péptido B-amiloide (AR), la aparicion de ovillos neurofibrilares
intracelulares constituidos por agregados hiperfosforilados de la proteina tau asociada a microtibulos, la masiva
pérdida neuronal y conectividad alterada. A pesar de estos claros cambios patoldgicos post-mortem, se sabe que
las sefiales cognitivas y cambios cerebrales estan ligeramente presentes antes del diagndstico clinico, indicando
una etapa 'pre-clinica’ de la EA, en la que los individuos afectados solo presentan cambios muy leves en la
cognicién a pesar de que el proceso de la enfermedad que esta en curso. En esta fase pre-clinica, no hay muerte
neuronal pero si un déficit en la comunicacion entre las neuronas. El signo clinico mas temprano de la EA es la
pérdida de la memoria episddica (dependiente del hipocampo) como resultado de cambios en la funcién sinaptica
mas que en la pérdida neuronal. Este error sindptico es un evento temprano en la patogénesis que puede ser
detectado en los pacientes con deterioro cognitivo leve. Las espinas dendriticas (protuberancias de las dendritas
que realizan la sinapsis neuronal cuya plasticidad esta implicada en el aprendizaje y la memoria) son los
primeros elementos afectados en el deterioro cognitivo.

La EA es principalmente una patologia esporadica aunque también son conocidas formas raras de tipo
familiares con herencia autosomica dominante (EA familiar, EAf). La observacion de que la presencia de una
copia extra del cromosoma 21, que causa el Sindrome de Down, conduce a una demencia con neuropatologia
similar a EA, dirigio las sospechas hacia el cromosoma 21 como un posible locus responsable de la EAf.
Posteriormente, en el gen que codifica la proteina precursora amiloide (APP) en el cromosoma 21, fue
identificada la primera mutacion responsable para EAT.

Mas adelante fueron identificados otros dos genes como responsables de la EAS: la presenilina 1 (PS1)
en el cromosoma 14 y la presenilina 2 (PS2) en el cromosoma 1. Las mutaciones en estos tres genes son
responsables de la mayoria de los casos familiares de aparicion temprana de EA y numerosas mutaciones en la
APP y en los genes PS1 y PS2 se han descrito en todo el mundo. La mutacion en uno de estos genes conduce al
desarrollo de la EA con una penetrancia cercana al 100%. Ademas de estos “genes EA”, el alelo €4 de la
apolipoproteina E (apoE) se ha identificado como un factor de riesgo 0 un gen de susceptibilidad de la EA. La
apoE esta involucrado en el metabolismo de lipoproteinas y la homeostasis del colesterol en el cerebro, y hay
tres isoformas diferentes de la proteina (E2, E3 y E4), que son codificadas por tres alelos diferentes: €2, €3 y &4,
respectivamente. Los portadores del alelo €4 de la apoE tienen un riesgo dosis-dependiente de desarrollar EA,
por otra parte los individuos homocigotos para el alelo €4 de la apoE generalmente desarrollaran EA antes de los
individuos heterocigotos.

Un traumatismo en la cabeza también aumenta el riesgo de la EA. La influencia de la lesion cerebral
traumaética grave como un factor de riesgo para el desarrollo de la EA parece ser mayor entre los sujetos que
carecen del alelo apoE 4. Ademas, los factores cardiovasculares, presentes durante la mediana edad (afios antes
de la aparicién de la demencia), como la hipertension, la hiperlipidemia y la diabetes se han identificado como
factores de riesgo para desarrollar EA.

Ademas, varios estudios comentan la existencia de una relacion entre el estilo de vida y la disminucién
de riesgo de EA™. Una dieta saludable, el consumo moderado de vino, el placer por el conocimiento y el
ejercicio cerebral se consideran protectores contra EA. Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)
identificaron variantes en los loci de diferentes genes de susceptibilidad a la aparicién tardia EA como CR1
(complement receptor 1), CLU (clusterin/apolipoprotein J), PICALM (phosphatidylinositol-binding clathrin
assembly protein) y BIN1 (bridging integrator 1)'2. Recientemente, se han identificado otras variantes
relacionadas con la aparicion tardia EA: ABCA7 (ATP-binding cassette, subfamily A, member 7),
MS4A6A/MS4AAE (membrane-spanning four-domain subfamily A), EPHAL (ephrin type-A receptor 1), CD33
(myeloid cell surface antigen CD33) y CD2AP (CD2-associated protein)®. Estos estudios demuestran la
complejidad de variantes genéticas implicadas en la susceptibilidad a EA e indican que la EA de aparicion tardia
es una enfermedad multifactorial compleja, en la que el estilo de vida, los factores ambientales, el
envejecimiento y la variabilidad genética puede contribuir al proceso patolégico.



Generacion del péptido AR

En 1984 se secuencid el péptido de 4 kDa de masa molecular conocido como B-amiloide™, ademas los
investigadores afirmaron que el péptido B-amiloide podria ser derivado de un precursor nico™. Posteriormente,
en 1987, se produjo el descubrimiento de la APP™. Como hemos mencionado antes, el gen APP est4 localizado
en el cromosoma 21 y codifica una proteina transmembranal que contiene un dominio extracelular grande, un
dominio transmembrana hidréfobico y un dominio intracelular corto. La APP se sintetiza en el reticulo
endoplasmico, modificada en el aparato de Golgi y finalmente transportada a la superficie celular a través de la
via secretora. También es endocitada a partir de la superficie celular y metabolizada en la via
endosomal/lisosomal. La APP incluye un grupo heterogéneo de polipéptidos que provienen del splicing
alternativo, el cual produce tres isoformas principales de APP (695, 751 y 770 residuos), y una variedad de
modificaciones post-traduccionales. Las isoformas de empalme de APP que contienen 751 o 770 aminoacidos se
expresan ampliamente en las células no neuronales aunque también estan presentes en las neuronas, en cambio,
la isoforma de 695 aminoacidos acido se expresa en grandes cantidades en las neuronas y en menor nimero en
células no neuronales®.
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Figura 1: Representacion esquematica del procesamiento de la proteina precursora amiloide (APP). La proteina transmembrana APP es
cortada secuencialmente por medio de dos vias distintas: la via no amiloidogénica (izquierda) y la via amiloidogénica (derecha). La
primera escision de APP por la a-secretasa en la region que contiene la secuencia AR impide la formacion del péptido AR. Por el contrario,
la escision alternativa llevado a cabo por f-secretasa conduce a la liberacion del péptido Af3 del después de la escision y-secretasa. (El
tamafo de los elementos en el de dibujo no estd a escala). llustracion extraida de Cavallucci V, D’Amelio M, Cecconi F. Af Toxicity in
Alzheimer's Disease. Mol Neurobiol 2012; 45: 366378

Como se ha descrito, la APP puede sufrir una variedad de escisiones proteoliticas llevadas a cabo por
enzimas o complejos enzimatico con actividad a-, B- y y-secretasa (fig. 1), que da lugar a la secrecion de
fragmentos grandes y solubles y de “C-Terminal Fragments” (CTF) asociados a la membrana. Las enzimas con
actividad o-secretasa pertenecen a la familia ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase enzyme family), la
actividad B-secretasa se ha identificado en el “B-site APP-Cleaving Enzyme 17 (BACEI, proteina integral de
membrana de tipo | que pertenece a la familia de la pepsina de las aspartilproteasas) y y-secretasa es un complejo
enzimatico compuesto de la presenilina 1 o 2 (PSEN1 o PSEN2), nicastrina (NCSTN), “Anterior Pharynx-
defective 17 (APH-1) y “Presenilin Enhancer 2” (PSENEN-2), y actla en residuos dentro del dominio
transmembrana.



La APP se procesa preferentemente a través de la via no amiloidogénica en la que la a-secretasa rompe
la APP en el aminoacido 83 del extremo C-terminal, produciendo un CTF de 83 residuos retenido en la
membrana y un fragmento N-terminal (SAPP) soluble y de gran tamafio liberado en el espacio extracelular.
Posteriormente el CTF se divide por la y-secretasa dando lugar a la produccién de un fragmento corto llamado
p3. En la via no amiloidogénica de procesamiento de APP, la escision a-Secretasa se produce en la secuencia de
AR, previniendo la formacién de péptido AR. En la via alternativa amiloidogénica, la primera division de APP se
lleva a cabo por la B-secretasa en el aminoécido 99 del extremo C-terminal produciendo un CTF alternativo de
99 residuos (C99) retenido en la membrana y un fragmento (sAPPp) soluble liberado en el espacio extracelular.
El fragmento C99 comienza en el residuo 1 de la region AB. La siguiente escision por y-secretasa conduce a la
liberacion del péptido AR. Como se ha dicho con anterioridad, la mayor parte de la AR producido es la variante
de 40 residuos (AR40), a pesar de que también se puede producir una forma mas larga de 42 residuos (AR42).
Este Gltimo contiene dos aminoacidos de mas (Ala y lle) lo cual confiere mayor hidrofobicidad al péptido y
mayor capacidad de oligomerizar y polimerizar que las demas isoformas, es la forma predominante que hay
presente en las placas. El complejo y-secretasa presenta su actividad catalitica en la presenilina, es por ello que
las mutaciones de PSENI1 y PSEN2 del complejo y-secretasa favorecen la formacion de residuos residuos
(AR42).

Los niveles del péptido AR

es una consecuencia del equilibrio

p| asma entre su sintesis y su degrad.acién, en
otras palabras, su anabolismo, su

catabolismo y su transporte al
torrente sanguineo. Las relaciones
cinéticas entre los tres procesos
metabolicos de anabolismo,
catabolismo y transporte al sistema
circulatorio se esquematizan en la
figura 2. K1, K2, y K3 son las
constantes de velocidad para la
produccion, degradacion 'y el
transporte de AR fuera de cerebro,
respectivamente. Suponiendo que la
cinética de las reacciones pueden ser
analizada linealmente, que estas
constantes de  velocidad son
independientes entre si, y que estos
procesos existen en un equilibrio
dindmico en estado estacionario®’®,
Figura 2: Relaciones cinéticas entre la produccion, la degradacion dentro del cerebroy el la relacidon entre las cantidades de
transporte fuera del cerebro. El estado de equilibrio del nivel Ap (Ap42) en el cerebro, [AB]  ARA2 y APP, representado como

([AP42]), es principalmente una funcion del nivel de APP, [APP], y las constantes de .

velocidad de produccion, [K1], de degradacion en el cerebro, [K2] y del transporte fuera [ABA'Z] y [APP]' reSpeCtlvam_ent_e' se
del cerebro, [K3]. lustracién extraida de Saido T. Metabolism of amyloidOpeptide and puede expresar por la siguiente
pathogenesis of Alzheimer s disease. Proc. Jpn. Acad., Ser. B 89. 2013; 7: 321-339. ecuacion :

transporte | K5

anabolismo | catabolismo

APP —P AB,, =P catabolitos

[AB42] = K1/ (K2 + K3) x [APP] [1]

La féormula [1] es coherente con los fenotipos de casi todas las mutaciones en los genes APP y PSEN1
que provocan la EA familiar. K1 es aproximadamente 1,5 veces mayor que en los controles normales, lo que
significa que [AR42] también es 1,5 veces mayor. Esto coincide con uno de los fenotipos del sindrome de Down
causado por la trisomia del cromosoma 21, el cual lleva el gen de APP, de modo que [APP] es 1,5 veces mayor
que en los controles normales y [AR42] también se convierte en 1,5 veces mayor.

Por lo tanto, un aumento en la constante de velocidad para la produccién de (K1) o una disminucion en
las constantes de velocidad de degradacion (K2) y el transporte fuera del cerebro (K3) puede elevar [AR42] y
provocar la deposicion patolégica de AR. Esta légica también indica que la regulacion negativa de K1 o
regulacion positiva de K2 y K3 puede reducir la deposicion de AR en el cerebro.
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Ha habido una cierta discusion sobre la importancia relativa entre K2 (degradacion) y K3 (transporte
fuera del cerebro) en desaparicion de AR™. Si K2 es excesivamente superior a K3, la formula [1] tenderfa hacia
[AB42] =~ K1/K2 x [APP], mientras que, si K2 es excesivamente inferior a K3, seria [AB42] = K1/K3 x [APP].
Suponemos que las constantes de velocidad son tales que K2 > K3 y por lo tanto [AB42] ~ K1/K2 x [APP]. Las
bases de este razonamiento son: (i) los cerebros son fuentes ricas en varias peptidasas que pueden proteolizar AR
siempre que sean accesibles al sustrato; (ii) las cantidades de AR en el cerebro y en el liquido cefalorraquideo
(LCR) o plasma estan poco correlacionados entre si en los pacientes con EA, los niveles de AR en el cerebro son
entre 1.000-10.000 veces mayor que en los cerebros normales y no parece existir un mecanismo de transporte
que dependiente de la concentracion expulse AR fuera de la cerebro; (iii) en caso de que la principal causa de la
deposicién de AR fuera la reduccion en la eficiencia del transporte, se esperaria que la deposicion de amiloide
surja primero en el sistema circulatorio, pero la realidad suele ser al revés, sobre todo en los seres humanos; (iv)
la funcion primaria de la protedlisis es el reciclaje de aminoécidos, desde un punto de vista metabdlico es méas
econoémico (menor consumo de energia) la degradacion en el propio cerebro que su transporte al torrente
sanguineo.

Las constantes de velocidad pueden verse afectadas por diferentes factores. Por ejemplo la activacion de
a-secretasas contribuye a reducir K1 puesto que su actividad corta la APP en el centro del péptido R-amiloide,
mientras que el péptido AB normalmente es degradado por diferentes peptidasas como “Insulin-Degrading
Enzime” (IDE), “Angiotensin-Converting Enzyme” (ACE) y neprilisina que colaboran en el aumento de K2.
Varios estudios moleculares y celulares en modelos de ratones transgénicos y en los pacientes con AD han
demostrado que los niveles de las enzimas de degradacion de AR disminuyen durante la progresion de la
enfermedad®. En conjunto, estos tres objetivos son potenciales para la intervencion terapéutica destinadas a
prevenir la acumulacion de AR en la EA, no obstante es importante tener en cuenta que el procesamiento de APP
y la consiguiente produccion de AR es un proceso fisiologico y no patolégico. Es sélo cuando los niveles de AR
son excesivos que se inicia una condicion patologica.

Papel fisioldgico de AR en la funcion sinaptica

La observacion de que el cerebro de un paciente con EA se caracteriza por la deposicion extracelular de
agregados insolubles del péptido AR apoya la idea de que los procesos patoldgicos eran responsables de la
produccion de este péptido de 4 kDa. Hace casi 20 afios, este concepto se ha extendido por la observacion de que
el péptido AR también se produce en su forma soluble en condiciones normales durante el metabolismo celular.
Las diferentes especies de AR (AR40 y AR42) estan presentes en niveles bajos en el cerebro durante la vida, lo
que sugiere que en un estado saludable, AR desempefia funciones fisioldgicas, que pueden ser diferentes
cuantitativa o cualitativamente de sus efectos cuando los niveles estan elevados durante condiciones de la
enfermedad.

Estudios genéticos in vivo empleando modelos knock-outs y knock-in de la familia APP han
demostrado el papel esencial de la familia APP para el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso
periférico y central. En particular, destaca el papel en la formacion de sinapsis, la liberacion de transmisores, la
plasticidad sinaptica y el comportamiento®. Ademas, varios estudios indican que el procesamiento de APP y la
presencia del péptido AR estan asociadas con la actividad sindptica. Los fArmacos que promueven un incremento
de la actividad neuronal aumentan la produccion de AR (tanto AR40 y AR42), mientras que los tratamientos
farmacolégicos que disminuyen la actividad neuronal reducen la acumulacién de AR. Dado que los altos niveles
de AR pueden interrumpir la funcién sinaptica, es interesante observar que el aumento de la actividad neuronal
puede mejorar la produccion de AR que, a su vez, deprime la funcién sinaptica disminuyendo la actividad
neuronal. En este contexto, el péptido AR podria tener una funcién de retroalimentacion negativa para la
prevencion de la excitotoxicidad, es decir, podria prevenir la sobreactivacion de receptores del neurotransmisor
excitatorio de glutamato.

Como consecuencia de las funciones fisioldgicas de AR, se ha demostrado que la inhibicién de la
produccion de péptido AR induce la muerte celular. El tratamiento de células neuronales con inhibidores B- y y-
secretasa reduce la viabilidad celular, mientras que la coincubacion de AR40 evita la toxicidad de estos
inhibidores, lo que indica que la neurotoxicidad esta estrictamente ligada a la produccion de AR. Es interesante la
observacién de que diferentes tipos de células no-neuronales no muestran efecto cuando estan sometidas a los
mismos tratamientos®.
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En un trabajo reciente se demostrd la importancia fisioldgica de AR enddgena para la plasticidad
sinaptica del hipocampo®. Por medio de innovadoras técnicas bioguimicas (mediante el uso de un anticuerpo
monoclonal contra AR de roedores) y genéticas (por siRNA dirigidos a la expresién de APP), los autores
demostraron que se requiere AR enddgeno para la induccion de la memoria (tanto la memoria de referencia como
la memoria asociativa).

La alteracion del procesamiento de APP y la Oligomerizacion de AR

Como se ha mencionado anteriormente, se sabe que las mutaciones en tres genes (APP, PS1 y PS2)
pueden causar EA de inicio temprano (EOAD). El factor comun de estas mutaciones es que cada uno de ellas
afecta el metabolismo o la estabilidad de AR. La identificacion de estas mutaciones permite la generacion de
modelos de ratones transgénicos de la EA, lo que ayuda a comprender la base molecular de la enfermedad.

Todas las mutaciones de APP observados en la EAf alteran el procesamiento fisioldgico de APP, que
conlleva a la sobreproduccion del péptido toxico AB42. Una doble mutacion comin de APP (Lys670—Asn y
Met671—Leu), conocida como la mutacion Swedish (APPswe), da lugar a un aumento de la escision de APP por
la B-secretasa. Esta doble mutacion se encuentra antes de la region del péptido AR de APP y provoca una mayor
produccion y secrecion de AR, Se cree que la escision de BACE1 ocurre principalmente en la red trans-Golgi y
en las vesiculas endosomales, en cambio, la escision a-secretasa se produce en la superficie celular y en la red
trans-Golgi. De este modo es en la red trans-Golgi donde la B-secretasa y la o-Secretasa pueden competir
directamente por el sustrato de APP. Si hubiese APPswe en altos niveles dentro de la red trans-Golgi, la
competencia entre las a- y B-secretasas podria causar un aumento en la generacion de AR.

Otras mutaciones de APP, tales como la mutacion Arctic (APParc, Glu693—Gly) aumentan la
agregacion de AR, dando lugar a un inicio precoz de formas agresivas de la enfermedad. Los portadores APParc
reducen los niveles de AR40 y AR42 en el plasma y aumentan tasa de formacién de protofibrillas AR, que puede
acelerar la acumulacion de AR insoluble®. La mutacién APParc esta situada cerca del sitio de corte de la a-
secretasa, sin embargo, ensayos enzimaticos in vitro demuestran que la mutacién no perjudica la eficiencia de la
escision o-secretasa, sino que mas bien parece reducir el acceso de la a-secretasa de APP. La localizacion
alterada de APParc puede explicar el cambio entre las vias no amiloidogénica y amiloidogénicos.

No s6lo las mutaciones de APP provocan EA, sino también el aumento de la dosis del gen. La
triplicacion del cromosoma 21, de hecho, lleva a una acumulacién temprana AR.

Ademaés, las mutaciones de PSEN afectan el procesamiento de APP, causando un aumento de la
produccion de AR42. Las presenilinas son proteinas de transmembrana que participan en varias vias de
sefializacion y localizadas principalmente en el reticulo endoplasmatico y en las membranas de Golgi de las
células neuronales y no neuronales. Las presenilinas desempefian un papel critico en la escision y-secretasa de
APP, mutaciones en este gen aumentan la produccion de AR42.

La “hipétesis amiloide” iniciada por Glenner y Wong™ ha sido la teoria central de la patogénesis de la
EA mediante la propuesta de que la acumulacion de AR puede inducir la disfuncion sinaptica y la muerte celular
neuronal. Los estudios de “genes EA” basados en modelos en animales han apoyado la “hip6tesis amiloide”, lo
que le confiere un papel principal a AR en el inicio de la cascada patogénica de la EA y sostiene que el proceso
de la enfermedad neurodegenerativa es la consecuencia de un desequilibrio entre la generacién y degradacion de
AR. Esta hipotesis esta apoyada por muchos hallazgos en estudios genéticos, moleculares, bioquimicos y
neuropatol6gicos®®. El apoyo principal para la “hipotesis amiloide” proviene de la evidencia de que la mayoria
de las mutaciones de la EAf de aparicién temprana dan lugar a un fenotipo bioquimico similar, que es un
aumento de la relacion AB42/AB40 (AB42 es mas propenso a formar fibrillas de amiloide y es una forma mas
toxica del péptido). En este contexto, es importante destacar que mayor factor de riesgo conocido para la EA es
la edad, que hace que el cerebro sea mas vulnerable a la acumulacion de AR. Por lo tanto, la disminucién de la
eliminacion de residuos a causa de la edad, el deterioro progresivo de las funciones mitocondriales, junto con un
aumento progresivo de los niveles de AR en regiones clave del cerebro son fundamentales en la iniciacion de un
proceso patoldgico que conduce a la disfuncion y muerte de neuronas.
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Las fibrillas AR pueden

ser definidas como agregados de
polipéptidos fibrilares con una Estructura Protofilamento
estructura cross-p. Las estructuras Cross-f
cross-p representan el ensamblaje
intermolecular del polipéptido,
donde la estructura de lamina B y
la cadena que conecta las distintas
hojas B estan orientados en
paralelo al eje principal de
fibrillas. De ello se deduce que las
hojas B corren de forma
perpendicular (en cruz") a esta
direccion. La presencia de una
estructura cross-p comun en todas
las fibrillas de amiloide se
demostro inicialmente  por
difraccion  de  rayos  X*.
Recientemente, los estudios de
cristalografia de microcristales de
péptidos revelaron las llamadas
cremalleras ~ estéricas™ Qué S€ Figura 3: La estructura cross-f representada como un diagrama de cintas, esta estructura
presupone que Se producen en forma la columna vertebral estructural de un protofilamento amiloide. Uno o varios
muchas fibrillas amiloides. Las protofilamentos se unen mediante unidades de cremallera estéricas, formadas por los residuos

; Api de AR 37-42, para componer las fibrillas amiloides maduras. llustracion extraida de Fandrich
unidades de cremallera estéricas M, Schmidt ‘l)\/l Grig(?riefﬁ” N. Recent progress in understanding Alzheimer’s p-amyloid

CP“?'Ste“ en un par de dos structures. Trends Biochem Sci. 2011; 36(6): 338-345.
laminas  de  cross-p con

interdigitacion de cadenas laterales (fig. 3). Pueden estar formadas por varias cadenas de péptidos cortos
(generalmente 4-7 aminoacidos), como los residuos de AR 37-42 o 35-40°%. Se sugiri6 que las cremalleras
estéricas constituyen la columna vertebral estructural de las fibras amiloides.

Fibrilla
Madura

I
I
s

Las fibrillas AR forman el nucleo de las placas amiloides densas dentro del parénquima cerebral, una de
las caracteristicas patoldgicas del cerebro con EA, o se acumulan en las paredes de los vasos sanguineos
cerebrales, dando lugar a una angiopatia amiloide cerebral (AAC). Como agregados fibrilares insolubles son
neurotoxicos in vivo e in vitro, durante mucho tiempo se ha planteado la hip6tesis de que las fibrillas causan la
neurodegeneracion en la EA. Sin embargo, el nimero de placas y los niveles de AR insolubles pobremente se
correlacionan con la extension local de la muerte neuronal y la pérdida sinaptica, o con el deterioro cognitivo.
Por otro lado, los niveles de oligdbmeros AR solubles parecen correlacionarse fuertemente con progresion de la
enfermedad en modelos animales y sujetos con EA. Se cree que los intermedios de fibrilacién, mas que las
fibrillas AR, son las que participan en la aparicién de la enfermedad.

Dianas de AR

La caracterizacién de los mecanismos moleculares por los cuales AR deteriora la funcién sinaptica y
contribuye al deterioro progresivo de la sinapsis, es un campo fascinante que ha crecido en las Gltimas décadas.
Importantes investigaciones demuestran que AR se acumula en la sinapsis, que conduce a una toxicidad sinaptica
progresiva y al trastorno de la red neuronal.

ARy los Canales lénicos

Las complejas relaciones entre AR y la neurotransmision colinérgica y glutamatérgica se han
demostrado durante la progresion de la EA. Sistemas de glutamato y acetilcolina parecen estar implicados en la
EA, puesto que los receptores de acetilcolina o7-, a4-nACh (a7-, a4-nAChRS), y los receptores de glutamato
AMPA y NMDA, (AMPARs y NMDARs, respectivamente) son ampliamente expresado en el neocortex y el
hipocampo, las regiones clave del cerebro que regulan la funcién de la memoria.

13



En particular, los déficits neocorticales de la colina acetiltransferasa llevaron a postular la “hipotesis
colinérgica™. Esta hipétesis ha sido apoyada por correlaciones positivas entre la expresion de las subunidades
a7-y 04-nAChR y la acumulacién intracelular de AR, y por la colocalizaciéon de o7-nAChR con placas. Ademas
de estas observaciones morfologicas, se ha demostrado que el AB se une a7-nAChR en preparaciones de
membranas sinépticas corticales y del hipocampo, y esta interaccion conduce a la inhibicion de la liberacién de
acetilcolina y el flujo de calcio provocando la desaparicién neuronal®®.

Hallazgos similares han sido demostrados en el sistema glutamatérgico. El receptor de NMDA es
altamente permeable al Ca2+ y los oligdmeros AR desencadenan un aumento de flujo de Ca2+, lo cual
interrumpe la transmision neuronal. El flujo de calcio estimulado provoca la activacion de la calcineurina que, a
su vez, activa la “Striatal-Enriched Phosphatase” (STEP). STEP es una fosfatasa que desfosforila la subunidad
NR2B del NMDAR vy provoca la endocitosis del receptor. Recientemente, se ha demostrado que STEP también
esta implicada en la desfosforilacion y la internalizacién de las subunidades GIuR1 y GIluR2 de AMPAR cuando
aumentan los niveles de AR®. En uno de estos estudios realizados en un modelo de ratén de la AD, se ha
demostrado que la eliminacion sinaptica de AMPAR juega un papel clave en la disfuncion sinaptica inducida por
AR, Se ha observado que AR conduce a una activacion sinaptica de la caspasa 3, una proteasa que activa la
calcineurina, esta a su vez activa la STEP, la cual desfosforila subunidad GIuR1 de AMPARs, provocando su
eliminacion de los sitios postsinapticos.

Esta modificacion postsinaptica debido a la eliminacion de NMDAR o AMPAR es un evento crucial
que causa una reduccion de receptores ionotropicos de glutamato provocando la disminucion de la LTP (mediada
por NMDAR) o0 a un aumento de LTD (mediada por AMPAR). La long-term potentiation o LTP es una
intensificacion duradera en la transmision de sefiales entre dos neuronas que resulta de la estimulacion sincrénica
de ambas, en cambio, la long-term depresion o LTD es una reduccion en la eficacia de la sinapsis neuronal. Se ha
demostrado que estas modificaciones actuales conducen a un deterioro de la plasticidad sinaptica y a una
degeneracion progresiva de las sinapsis.

ARy mitocondrias

Las mitocondrias desempefian un papel critico en el metabolismo del cerebro, y la disfuncion
mitocondrial estd implicada en muchas enfermedades neurodegenerativas incluyendo la EA, como se ha
demostrado en lineas celulares que expresan mutantes de APP, en células tratadas con AR, en modelos
transgénicos de EA en raton y en los cerebros postmortem de pacientes con EA¥, La observacion de que AR esta
presente dentro de las mitocondrias, principalmente en las crestas, ha proporcionado un vinculo directo entre la
acumulacion de AR y la disfuncion mitocondrial en EA (fig. 4). Estudios posteriores demostraron los
mecanismos mediante los que la acumulacion de AR provoca la disfuncién mitocondrial.

En primer lugar, se han estudiado las proteinas estructurales de las mitocondrias en cerebros
postmortem de pacientes con EA en diferentes etapas de la progresion de la enfermedad y en los sujetos de
control®. Es de destacar que el AR intraneuronal est& presente en todas las etapas de EA (temprana, moderada y
grave), mientras que los depdsitos de AR son abundantes sélo en etapas posteriores de la enfermedad (moderada
y grave). “Dynamin-Related Protein 1”” (DRP1), una proteina presente sobretodo en el citoplasma que se localiza
en la membrana externa mitocondrial para promover la fragmentacion mitocondrial, interactia con monémeros y
oligbmeros de AR en sujetos con EA, y esta interaccién aumenta con la progresion de la enfermedad. Esta
observacién sugiere que la interaccion entre AR y Drpl, posiblemente, puede iniciar la fragmentacion
mitocondrial en las neuronas, dafiar la estructura y la funcién mitocondrial y que conduce a la disfuncidn
neuronal en cerebros con AD*. También se ha observado una interaccion entre AR y ciclofilina D, un marcador
de la matriz mitocondrial, que da lugar a una alteracién en la expresion de proteinas implicadas en la dinamica
mitocondrial. En particular, el anélisis de la expresion de genes (en forma de ARNm vy los niveles de proteina) en
las neuronas primarias de ratones transgénicos revela un desequilibrio en las proteinas de fision y la fusion
mitocondrial (union y division mitocondrial) que predicen un aumento en la fision mitocondrial®.

En segundo lugar, estudios morfoldgicos y bioquimicos demostraron que cuando AR se asocia con las
mitocondrias disminuyen los niveles de consumo de oxigeno y se reduce la actividad enzimatica en los
complejos respiratorios I11'y IV a causa de la liberacion de citocromo C al citoplasma®.
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Figura 4: Toxicidad de AR mitocondrial. Los péptidos AR inducen la disfuncién mitocondrial mediante distintas vias. Alterando el equilibrio
de fision/fusion, liberando citocromo c (Cyt c) en el citosol y promoviendo la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ilustracion
extraida de Cavallucci V, D’Amelio M, Cecconi F. Ap Toxicity in Alzheimer's Disease. Mol Neurobiol 2012, 45: 366-378.

Ademas, se ha visto que el dafio oxidativo (medido como inmunoreactividad a 8-OHG) en la corteza
cerebral depende del envejecimiento en ratones de tipo salvaje, mientras que en ratones transgénicos depende de
la acumulacion de derivados de APP mutante. Y que los niveles de peréxido de hidrégeno son mas altos en las
mitocondrias de ratones transgénicos en comparacion con los ratones de tipo salvaje de la misma edad. De este
modo, el aumento en los niveles de peréxido de hidrégeno se correlaciona directamente con AR solubles, lo que
sugiere una relacién entre la acumulaciéon de AR solubles y la produccion de peréxido de hidrégeno en las
mitocondrias®.

En lo que respecta a la dindmica mitocondrial se ha investigado en células que sobreexpresan la
mutacion Swedish de APP (APPswe) y las de APP tipo salvaje (APPwt)*’. Las células mutantes muestran
alteraciones en la morfologia y distribucion mitocondrial en comparacion con las células control, en particular,
las mitocondrias de células de control se distribuyen uniformemente por todo el citoplasma (>95% de células),
mientras que las células APPswe tienen una alteracion en la distribucion de las mitocondrias, que se acumulan
alrededor de la zona perinuclear y no estan presentes de forma homogeénea en el citoplasma (ocurre en el 30-50%
de células). En cuanto a la morfologia, la mayoria de las células control (>95%) exhiben mitocondrias tubulares
normales, mientras que las células APPswe muestran una estructura fragmentada puntiforme de las mitocondrias
(40-60%). Los autores observaron una correlacion positiva significativa entre los niveles de AR en el medio y el
porcentaje de células con una distribucion y morfologia anormal de mitocondrias. En consecuencia, el
tratamiento con inhibidor de BACE IV (que es capaz de prevenir la produccion de AR sin afectar a la expresion
de APP) impide de manera eficiente las anomalias mitocondriales®’.
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La acumulacién de AR en las mitocondrias sindpticas muestra alteraciones patoldgicas y funcionales
tales como, una disminucién en la respiracion mitocondrial, una reduccion de la actividad en enzimas clave de la
cadena respiratoria, un elevado estrés oxidativo y una utilizacion del calcio comprometida. Estas alteraciones en
las mitocondrias sindpticas ocurren mucho antes que los dafios en las mitocondrias no sinapticas de los ratones
transgénicos y que en las mitocondrias sinapticas de los ratones salvajes, lo que sugiere que las mitocondrias
sinapticas son mas susceptibles a la lesion inducida por AR y que el estrés mitocondrial sindptico podria ser una
alteracion patoldgica temprana en la EA. Ademas, se ha demostrado recientemente que la via intrinseca de la
apoptosis mitocondrial es responsable de la activacién local de la caspasa 3 en las espinas dendriticas del
hipocampo de ratones transgénicos. La activacion sinaptica de la caspasa 3 es responsable de la disfuncion
sinaptica temprana. De hecho, la caspasa 3 sinaptica no causa la muerte de las células neuronales, pero activa la
calcineurina fosfatasa en las espinas dendriticas. Los cambios moleculares postsinapticos producidos por la
caspasa 3 provocan alteraciones de la transmision sinaptica basal, incremento del LTD, la degeneracién de la
espina dendritica y el deterioro conductual. Los cuales son eventos tempranos de la EA, esto sugiere el deterioro
mitocondrial como marcador para la deteccion de la enfermedad antes de que alcance su estado patolégico y es
interesante dirigir dianas terapéuticas a este punto.

Bases moleculares de la formacion de los ovillos neurofibrilares

La proteina MAPT se encuentra anormalmente hiperfosforilada en los cerebros de pacientes con EA, en
esta forma, es la mayor subunidad proteica de los “Straight Filaments” (SFs), “Paired Helical Filaments” (PHFs),
“Twisted Ribbons” (TRs) u otras conformaciones que daran lugar a los “Neurofibrillary Tangles” (NFTs),
“Neuropil Threads” (NTs) o “Dystrophic Neurites” (DNs), que son las lesiones clave en el diagndstico del
sistema nervioso central®. La funcién de estas lesiones especificas en las diferentes etapas de la EA atn no se
comprende completamente, no obstante, es cada vez mas evidente que la neurodegeneracién mediada por MAPT
puede resultar de la combinacion entre la ganancia de funcion toxica adquirida por los agregados o sus
precursores y los efectos perjudiciales que surgen de la pérdida de la funcién normal de tau en el estado de la
enfermedad. Descubrir el papel exacto de los diferentes agregados y sus precursores en la neurodegeneracion es
una tarea dificil, pero es probable que siga siendo el objetivo de las investigaciones futuras para descubrir los
mecanismos de la patologia de la enfermedad, asi como para desarrollar mejores diagndsticos y terapéuticos.

Hasta el momento, varias lineas de investigacion han sugerido diferentes relaciones de causa y efecto
entre las proteinas patoldgicas de la enfermedad y los agregados que se forman. Estas diferencias reflejan las
limitaciones inherentes a cada uno de los ensayos in vitro e in vivo que se utilizan para estudiar las tauopatias
neurodegenerativas. Por ejemplo, las especies neurotdxicas que contribuyen a la aparicion y la progresion de la
enfermedad pueden estar “escondidos” en las fases previas al agregado de proteinas, de este modo se complica el
disefio experimental y la interpretacion de los resultados. Ademas, aparte de su conocido papel en la promocion
de la estabilizacion de los microtibulos (MTs), tau puede tener funciones adicionales como resultado de sus
interacciones con otras estructuras y enzimas®® (por ejemplo, con la membrana plasmatica, la actina del
citoesqueleto y con Src tirosina quinasas como Fyn). Estas interacciones y funciones de tau dificultan la
comprensién de cdmo provoca la neurodegeneracién. Por Gltimo, se ha visto que el inicio de la enfermedad y la
progresién son procesos dinamicos que tienen lugar con el paso del tiempo (a menudo mas de varios afios),
procesos como la agregacion alterada de tau puede producir una amplia variedad de efectos diferentes en las
distintas etapas de la enfermedad.

16



Las funciones fisioldgicas de tau
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Figura 5: La estructura de los dominios de las isoformas de tau expresadas en el cerebro humano adulto. Las isoformas pueden diferir
unas de otros en el nimero de dominios de unién a tubulina (tres o cuatro repeticiones situadas en la mitad C-terminal de la proteina,
representadas en rojo), y se las conoce como isoformas 3R o0 4R, respectivamente. También pueden diferir en la presencia o ausencia de uno
0 dos insertos de 29 aminoacidos altamente Acidos (representados en amarillo) en la parte N-terminal de la proteina (el dominio de
proyeccion). Entre el dominio de proyeccién y el dominio de unién a microtGbulos se encuentra una regién basica rica en prolinas.
llustracion extraida de Ballatore C, Lee V.M, Trojanowski J.Q. Tau-mediated neurodegeneration in Alzheimer’s disease and related
disorders. Neuroscience. 2007; 8: 663-672.

Recordamos que Tau es el principal microtubulo asociado a proteinas (MAP) en las neuronas, los otros
dos MAPs conocidos en las neuronas son MAP1 y MAP2. La funcién principal de MAPT es estabilizar los MTs.
Como se resume en la figura 5, hay seis isoformas de tau expresadas en el cerebro humano adulto, expresadas a
partir de un Unico gen del cromosoma 17 mediante splicing alternativo. Desde un punto de vista estructural, tau
se caracteriza por la presencia de un dominio de unién a MT, que esta compuesto por repeticiones de una regién
altamente conservada de unién a la tubulina y que comprende del extremo carboxiterminal (C-terminal) hasta la
mitad de la proteina. Seguidamente una zona rica en prolinas que confieren caracter basico y una zona
aminoterminal (N-terminal) de caracter acido que normalmente se conoce como el “dominio de proyeccion”. Las
seis isoformas de tau difieren unos de otros en el nimero de repeticiones de 31-32 aminoécidos de la region de
unién a tubulina (las isoformas se denominan como isoformas 3R y 4R de tau, respectivamente) y en la presencia
0 ausencia de uno o dos insertos de 29 aminoécidos en la zona N-terminal de la proteina, las cuales no participan
en la unién a MT*. Aunque las seis isoformas parecen ser funcionalmente similares, es probable que cada una
tenga un papel fisiol6gico preciso y distintivo. Las distintas isoformas parecen ser expresadas diferencialmente
durante el desarrollo, sin embargo, las isoformas de tau 3R y 4R se expresan en una relacion 1:1 en la mayoria de
regiones del cerebro adulto, y las desviaciones de esta relacion son caracteristicos de tauopatias
neurodegenerativas®.
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Varias lineas de investigacion sugieren un modelo en el que las regiones repetidas de unién a la tubulina
se unen a los bolsillos especificos de B-tubulina en la superficie interior de los MTs, las regiones ricas en prolina
cargadas positivamente estan estrechamente ligados al MT de superficie que estd cargado negativamente, vy el
dominio de proyeccion cargado negativamente ramifica de la superficie del MT, posiblemente debido a
repulsiones electrostaticas. A pesar de que la ocupacion de los bolsillos por tau parece ser suficiente para las
conformaciones de tubulina que promueven el estado polimerizado, se cree que los bolsillos de tubulina de
protofilamentos adyacentes pueden ser ocupados por diferentes repeticiones del dominio de unién a MT de tau
causando el entrecruzamiento de tres o cuatro dimeros*'. Ademas, las interacciones de la region rica en prolina
de tau con la superficie de los MTs contribuyen a la estabilizacion de MT.

Curiosamente, aunque la funcion principal del dominio de unién a MT de tau es la estabilizacién de los
MT, diversas lineas de investigacion han indicado que también puede relacionarse con otras estructuras y
enzimas, incluyendo RNA vy la presenilina 1 (PSEN1). Del mismo modo, se han propuesto posibles parejas de
union para las regiones ricas en prolina y para los dominios de proyeccion. Los dominios SH3 de las tirosina
quinasas de la familia Src (como por ejemplo Fyn) interaccionan con las regiones ricas en prolina, mientras que
los dominios de proyeccion interaccionan con la membrana plasmatica. Aunque la importancia de las
interacciones especificas de tau con otras estructuras a parte de los MTs todavia no se conoce en el contexto de
la neurodegeneracion mediada por tau, colectivamente estos hallazgos apoyan la nocién de que tau podria ser un
aglutinante que es propenso a interacciones heterogéneas, particularmente cuando se desengancha del MT, que
puede llevar a un mal plegamiento de proteinas y una agregacion de las mismas*2.

La capacidad de unién a MT de tau es post-traduccionalmente regulada principalmente por la
fosforilacion de serina/treonina quinasas (fig. 6), que pueden modular de manera efectiva la afinidad de union de
tau para MTs®. Este se cree que es el mecanismo més importante que regula la afinidad de tau para los MTs*,
puesto que la hiperfosforilacion de tau es observada en la neurodegeneracion mediada por tau. Aparte de
fosforilacion, otras modificaciones post-traduccionales como glicosilacion, glicacion, ubiquitinacion,
sumolizacién, nitracién y protedlisis también pueden tener un impacto directo sobre el equilibrio dindmico de tau
dentro y fuera de los MTs. Aunque es conocido que la mayoria de estas modificaciones post-traduccionales
puede tener lugar en varias etapas de la patologia tau, su importancia, sobretodo en comparacion con el papel
bien establecido de la fosforilacion, ain no se ha caracterizado completamente.

Con su capacidad para modular la dindmica del MT, tau contribuye directa o indirectamente a las
funciones celulares estructurales y reguladoras. Por ejemplo, la accion de tau en la red de MT tiene gran
importancia en el mantenimiento de una morfologia apropiada de las neuronas, los procesos que realizan se
extienden sobre distancias relativamente grandes, 1o que convierte a las neuronas mas en el tipo celular mas
asimétrico de todas las células. Por otra parte, la red de MT es clave para la sofisticada maquinaria de transporte
(fig. 6) que permite viajar a lo largo de los axones (transporte axonal) a las moléculas de sefializacion, factores
tréficos y otros constituyentes celulares esenciales, incluyendo organulos (por ejemplo, las mitocondrias y
vesiculas). Entonces tau tiene claramente efectos en el transporte axonal y, por lo tanto, en la funcion y
viabilidad de las neuronas*. Es importante destacar que, en condiciones fisiolégicas normales, tau se encuentra
en un equilibrio dindmico constante, dentro y fuera de las MTs. Este equilibrio se piensa que es controlado
principalmente por el estado de fosforilacidn de tau, que a su vez esta determinado por las acciones de quinasas y
fosfatasas. De hecho, pueden ser necesarios frecuentes ciclos de unién y separacion de tau a los MTs
(correspondiente a fosforilaciones y desfosforilaciones, respectivamente) para permitir el transporte axonal
eficaz (fig. 6).
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Figura 6: El equilibrio dindmico de la union de tau a microttbulos (MT). Una representacion esquematica del equilibrio dinamico normal
de tau, unido o no al MT, principalmente determinado por el estado de fosforilacion de tau. Aunque la presencia de tau en los MTs presenta
un obstaculo fisico para las vesiculas y otras cargas que se mueven a lo largo del axon, la union de tau al MT es esencial para la integridad
de MT. Por lo tanto, los ciclos relativamente frecuentes de unién tau-MT (promovidos por desfosforilacion de tau) y el desprendimiento de la
tau de la MT (promovido por la fosforilacién de tau) son necesarios para mantener el transporte axonal eficaz. llustracion extraida de
Ballatore C, Lee V.M, Trojanowski J.Q. Tau-mediated neurodegeneration in Alzheimer s disease and related disorders. Neuroscience. 2007,
8: 663-672.

Agregacion patologica de tau

En condiciones patoldgicas, el equilibrio de la union de tau a los MTs se altera, lo que resulta en un
aumento anormal en los niveles de la fraccién de tau libre (no unido). Mayores concentraciones citosélicas de
tau aumentan las posibilidades de cambios conformacionales patdgenos que a su vez conducen a la agregacion y
la fibrilizacién de tau. En los Gltimos afios se han conseguido importantes avances en la compresion del mal
plegamiento de tau y la formacion de fibrilla. Se cree el paso de una unién normal de tau a los MTs al paso de la
formacion de grandes agregados como NFT es un fendmeno de mdltiples etapas que comienza con el
desprendimiento de tau de los MTs.

Tau tiene largos tramos con carga positiva o negativa que dificultan las interacciones hidrofébicas
intermoleculares. La estructura B en tau se concentra solo en las repeticiones R2 y R3, que pueden
autoensamblarse en filamentos. Las zonas flanqueantes aminoterminal y carboxiterminal de las repeticiones de
unién a microtibulos parece que inhiben el autoensamblamiento a filamentos en la proteina tau normal, en
cambio, la hiperfosforilacion de tau puede fosforilar las zonas flanqueantes aminoterminal y carboxiterminal
eliminando la inhibicién y resultando en la formacion de pretangles de PHF/SF (fig. 7).

En resumen, cuando se produce una liberacion anormal de tau del MTs, producida por un exceso de
fosforilacion en la proteina, la concentracion citosélica de tau libre se eleva. A continuacion, se forman pequefios
depositos de tau no-fibrilar (normalmente denominados “pretangles”), y éstos se autoensamblan para formar
NFTs.

Cabe destacar que estudios in vitro que efectian la desfosforilacion de PHFs o NFTs aislados de
cerebros con EA resulta en su disociacion y disgregacién, dando lugar a la liberacién de tau desfosforolizada que
se comporta como una protefna tau normal que promueve el ensamblaje de los microtibulos*. Del mismo modo,
la desfosforilacion de tau citosélica hiperfosforilada de pacientes con EA utilizando la fosfatasa PP-2A inhibe la
capacidad de autoensamblarse en PHF/SF.
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Figura 7: Esquema hipotético de la auto-ensamblaje de tau inducido por fosforilacion. La proteina tau se auto-ensambla
principalmente a través del dominio de unién a microtibulos. No obstante, las regiones N-terminal y C-terminal inhiben el proceso, pero
la hiperfosforilacion de tau neutraliza estos dominios inhibitorios permitiendo la interaccion tau-tau (la fosforilacion se produce en los
sitios indicados por las P en rojo). De este modo, las proteinas tau adoptan la conformacidn necesaria para polimerizar en filamentos.
llustracion extraida de Igbal K, Liu F, Gong CX, Alonso A, Grundke I. Mechanism of tau-induced neurodegeneration. Acta Neuropathol.
2009; 118(1): 53-69.

Las causas de anomalias de tau en la enfermedad

Se cree que varios eventos patogénicos pueden contribuir, ya sea directa o indirectamente, a la
hiperfosforilacion de tau, mal plegamiento y la agregacién. Mutaciones del gen tau (MAPT) pueden dar lugar a la
expresion de mutantes tau con mayor predisposicion para ensamblarse en filamentos dando lugar a una rapida
fibrilacion, mutantes con mayor facilidad para fosforilarse 0 menos propensos a la desfosforilacion, o mutantes
que muestran un deterioro en las propiedades de unién a MT. Ademas, las mutaciones MAPT pueden alterar el
splicing alternativo de tau para perturbar la relacion normal 1:1 de las isoformas 3R y 4R, provocando la
sobreproduccion de la isoforma 4R. Estos estudios genéticos proporcionan evidencia inequivoca de que el mal
funcionamiento de tau es suficiente para desencadenar la neurodegeneracion y la demencia.



Existe una relacion causa y efecto entre el mal funcionamiento de tau y un desequilibrio en los niveles
de actividad o la regulacidn de las quinasas y fosfatasas de tau. En condiciones fisiologicas, las moléculas de tau
son fosforiladas en un pequefio grupo de aminoacidos de entre todos los que tienen capacidad de aceptar
fosfatos. Durante la etapa tardia de la EA, el estado de fosforilacion de una sola molécula de tau puede alcanzar
niveles tan altos que la mayoria de residuos con capacidad de aceptar fosfatos son fosforilados y, al mismo
tiempo, una mayor proporcion de moléculas de tau estan en este estado hiperfosforilada. Se ha visto que tau
normalmente contiene 2-3 moles de fosfato/mol de proteina, en cambio, durante la EA la proporcion se convierte
de tres a cuatro veces mayor*®*’.

Aunque se han encontrado varias quinasas capaces de fosforilar a tau in vitro, todavia no esta claro si
todas ellas participan en la fosforilacion de tau en condiciones fisioldgicas o patoldgicas in vivo. No obstante, la
“Glycogen Synthase Kinase 3” (GSK3), la “Cyclin-Dependent Kinase 5 (CDKS5), la “Protein Kinase A” (PKA),
el “Microtubule-Affinity-Regulating Kinase” (MARK), la “Calmodulin-dependent protein kinase-1I" (CaMKII),
la “Casein Kinase-1” (CK-1) y las “Stress-Activated Protein Kinases” (SAPKs) son las mas implicadas en la
hiperfosforilacion anormal de tau, y han recibido una atencién especial como posibles objetivos para las terapias
modificadoras de la enfermedad utilizando compuestos inhibidores. La fosforilacion de tau se produce
principalmente en la region rica en prolina, la GSK3 y la CDK5 fosforilan tau en una gran cantidad de sitios, la
mayoria de los cuales son comunes para ambas enzimas. La expresién de GSK3 y CDK5 es muy alta en el
cerebro y ambas enzimas estan asociadas a todas las etapas de la patologia neurofibrilar de la EA. Estudios de
inhibicién demuestran que la inhibicion de GSK3 utilizando litio no sélo reduce la fosforilacién de tau in vivo,
sino que también reduce el nivel de tau agregado en comparacion con los controles®®. Ademés, los efectos del
litio en ratones transgénicos de AD muestran una reduccién en la produccién de AR, posiblemente como
resultado de la inhibicion de GSK3, que se requiere para el procesamiento de APP*,

Del mismo modo, se han identificado las proteinas fosfatasas PP1, PP2A, PP2B y PP2C, que podrian
conducir a la desfosforilacion de tau. Las actividades de PP2A y PP1 se reducen al 20% en cerebros con EA. En
los cerebros de mamiferos adultos la desfosforilacion de tau esta principalmente regulada por la concentracion de
PP2A, esta fosfatasa representa el 70% de la actividad fosfatasa en los cerebros humanos. La PP2A también
regula la actividad de varias tau quinasas en el cerebro, su inhibicién con &cido ocadaico en cultivos celulares
provoca la hiperfosforilaciéon de tau en los mismos sitios que en la EA, no solo directamente por el decrecimiento
en la desfosforilacion sino indirectamente por la promocion de las actividades CaMKII, PKA 'y de otras quinasas.
Entonces es posible inhibir la hiperfosforilacion de tau mediante la inhibicion de la actividad de una o més
quinasas de tau 0 mediante la recuperacion o el aumento de la actividad de PP2A.

El efecto general del aumento de la velocidad de fosforilacién y el aumento del estado de fosforilacién
parece ser la liberacion anormal de tau de los MTs. Ademas, es probable que otros eventos patoldgicos,
incluyendo la toxicidad causada por AR, el estrés oxidativo y la inflamacién, puedan provocar o contribuir (de
forma independiente o en combinacion) a una liberacion anormal de tau de los MTs. Por ejemplo, se ha sugerido
que el estrés oxidativo podria ser responsable de las modificaciones covalentes perjudiciales de tau, que incluyen
la formacion de puentes disulfuro y la nitracion de tirosina. Estas modificaciones son propensas a causar mal
plegamiento, hiperfosforilacion y agregacién, y por lo tanto contribuir a la retirada anormal de tau de los MTs,
asi como a la formacion de agregados. Sin embargo, a pesar de la clara implicacion de estos procesos
patoldgicos en la neurodegeneracién mediada por tau, su posicién relativa en la cascada de eventos que conduce
a la pérdida neuronal aun no esta clara. Por ejemplo, aunque el estrés oxidativo es a menudo considerado como
un evento previo a la patologia tau, estudios recientes han revelado que la presencia patolégica de tau puede
interferir con la funcién mitocondrial e inducir estrés oxidativo®. Esto plantea la posibilidad de que, aunque el
estrés oxidativo es probable que sea un evento relativamente temprano que podria desencadenar un mal
funcionamiento de tau, es igualmente posible que el mal funcionamiento de tau, una vez iniciado, pueda agravar
aln mas los efectos del estrés oxidativo y de otros eventos previos.

Las conexiones entre la toxicidad producida por AR y la patologia tau han sido propuestos en varias
ocasiones. Sin embargo, los mecanismos que unen los SP y NFTs aln no se han establecido por completo, y esto
sigue siendo uno de los enigmas mas dificiles de la investigacion de la EA. No obstante, nuevas lineas de
investigacién apoyan la nocidn de que el mal funcionamiento de tau, ademas de ser capaz de producir de forma
independiente la neurodegeneracion, incluso en la ausencia de depdsitos de AR u otros eventos patoldgicos
podria ser un mediador clave de la neurodegeneracién en respuesta a otros eventos previos, incluyendo toxicidad
inducida por AR. Un desarrollo interesante e inesperado de la funcion patolégica de tau propuesto como un
mediador comdn de la neurodegeneracion es la hipdtesis de que la supresion de tau puede ser potencialmente
beneficiosa. De acuerdo con esta hipotesis, un estudio reciente®* ha demostrado que la reduccién o eliminacion
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de tau enddgena, en un modelo de ratén de AD que expresa la proteina precursora de amiloide humana (hAPP)
con una mutacion de AD familiar que aumenta la produccion de AR, es beneficioso contra los déficits inducidos
por AR. Estos resultados parecen justificar estudios anteriores basados en células que mostraron que las neuronas
del hipocampo cultivadas de ratones knock-out de tau tratados con AR fibrilar no eran susceptibles a la toxicidad
inducida por AB®. Sin embargo, aunque el modelo mas vélido para las comparaciones con supresion de tau serfa
un raton tau-knockdown, es apreciable que los ratones tau-knockout muestran alteraciones del comportamiento y
anomalias estructurales con el avance de la edad, lo que sugiere que la supresion a largo plazo de tau como una
terapia para tauopatias podrian estar llena de complicaciones.

Neurodegeneracion mediada por Tau

En la EA tau ya no se une a los MTs, sino que es secuestrado en forma de NFTs en las neuronas y en
células gliales como los astrocitos y la oligodendroglia. En términos generales, las consecuencias patologicas de
estos eventos podria ser el resultado de una pérdida de la funcién normal de tau combinado con ganancias de
funciones patologicas de tau hiperfosforilada, los filamentos formados de los mismos, y la agregacion de estos
filamentos.

La pérdida de la funcién normal de tau en la estabilizacion de MT conduce a una alteracién patolégica
en las funciones estructurales y reguladoras normales del citoesqueleto, que pondria en peligro el transporte
axonal y de este modo contribuir a la disfuncion sinaptica y a la neurodegeneracién. Sin embargo, el
descubrimiento de que el nivel total de NFT se correlaciona con el grado de deterioro cognitivo sugiere que la
ganancia de funciones toxicas por NFT podria desempefiar un papel importante en la progresion de la
enfermedad. De hecho, estudios que utilizan técnicas inmunohistoquimicas para determinar los niveles de NFTs
y SP en diferentes regiones del cerebro de pacientes con EA, asi como las personas mayores no dementes,
demostraron que el nimero de NFT, pero no el nimero de SP, se correlaciona con el grado de deterioro
cognitivo.

Es posible que los efectos toxicos de NFT puedan surgir a causa del tamafio relativamente grande del
material fibrilar que se acumula dentro de las neuronas, y este material puede plantear una interrupcion fisica
directa para las funciones celulares tales como el transporte axonal. Ademas, los NFT también pueden contribuir
a la progresion de la enfermedad mediante un secuestro mas eficaz de tau y otras proteinas, y de ese modo
reforzar y amplificar la pérdida de la funcién normal de tau.

Sin embargo, la idea de que los NFT podrian tener un papel predominante en la progresion de la
enfermedad fue cuestionada recientemente por informes que demostraban que la supresion de tau en un modelo
de ratén transgénico para una tauopatia neurodegenerativa produce mejoras en la funcién de la memoria, a pesar
de que los NFT siguieran acumulandose. Sin embargo, cabe destacar que en el modelo utilizado, el grado de
supresién de tau es relativo a un estado de tau completamente activado, en concreto sigue existiendo una
sobreexpresion de tau 2,5 veces superior a la tau enddgena. Otra observacion importante fue en estudios con un
modelo de raton transgénico para una tauopatia (P301S) que revelaron que la pérdida de sinapsis y la activacion
microglial preceden a la aparicién de NFT, debido a la alteracion de transporte que resulta de hiperfosforilacion
de tau™.

Colectivamente, estos estudios corroboran la idea de que los defectos de transporte axonal, la pérdida de
sinapsis y la neuroinflamacion pueden ser de los primeros signos de neurodegeneracion que resulta de la
hiperfosforilacién de tau, mientras que los NFTs pueden ser manifestaciones en etapa tardia que pueden
contribuir a la progresion de la enfermedad al interferir fisicamente con las funciones celulares normales. Al
mismo tiempo, los NFTs pueden secuestrar grandes cantidades de otras proteinas funcionalmente significativas,
y por lo tanto amplificar las causas previas. De este modo la neurodegeneracion causada por la ganancia de
funcién toxica frente a la causada por la pérdida de la funcién normal puede ser experimentalmente dificil de
discernir, ya que la ganancia de funcién toxica implica una amplificacion de la pérdida de funcion. Ademas, una
correlacién exacta entre el tamafio de las NFT y estas la ganancia de funcién tdxica, es decir, la masa necesaria
para que un deposito insoluble intracelular se convierta en un obstaculo fisico, atin se desconoce.
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Efecto de ApoE en la EA

Como hemos visto antes, las placas amiloides extracelulares y los ovillos neurofibrilares intracelulares
son las lesiones producidas en la EA. Las mutaciones asociadas a la EA familiar de aparicion temprana (early-
onset familial AD) son heredadas de forma dominante y se encuentran en los genes APP, PSEN1 y PSEN2,
cuyos productos, junto con nicastrina, APH1 y PSENEN2 son componentes esenciales de un complejo proteico
que es responsable de la actividad y-secretasa. Pero la gran mayoria de los casos de EA ocurren en etapas tardias
de la vida, y se ha visto que las mutaciones en el alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (apoE) en el
cromosoma 19 suponen el mayor factor de riesgo para el EA de aparicidn tardia (LOAD). El riesgo de este alelo
ha sido validado en numerosos estudios de asociacion genética, ademas, se ha observado que la apoE se une a
AR en el liquido cefalorraquideo (LCR).

La apoE es una importante apolipoproteina y un portador de colesterol en el cerebro®. En los humanos,
el gen apoE existe como tres alelos polimérficos diferentes (g2, €3 y €4), que generan seis genotipos diferentes
(€2/€2, €2/€3, £2/e4, €3/€3, €3/e4 y €4/e4). €3 es el alelo mas comin (77%) y €2 el alelo menos comin (8%). La
frecuencia del alelo ¢4 es de aproximadamente un 15% de la poblacion general, pero es de un 40% en los
pacientes con EA. Los individuos con un alelo €4 son de tres a cuatro veces mas propensos a desarrollar EA que
los que no tienen alelos €4. Los efectos del alelo €4 en el riesgo de AD son maximos entre 60 y 70 afios.
Curiosamente, el alelo poco frecuente €2 se asocia con una proteccion contra el LOAD en comparacion con el
alelo €3. El alelo &4 es también un factor de riesgo para aterosclerosis® y trastornos neuroldgicos adicionales,
incluyendo angiopatia amiloide cerebral (AAC) y las hemorragias cerebrales asociadas a AAC, tauopatias y
demencias de cuerpos de Lewy, enfermedad de Parkinson y esclerosis multiple. Estas observaciones sugieren
que el alelo €4 puede estar asociada con una neurodegeneracion acelerada en el desarrollo y la progresion de
varias enfermedades neurodegenerativas.

Las tres isoformas de apoE (apoE2, apoE3 y apoE4) difieren entre si por un solo aminoécido®. ApoE4
actla en la mayoria de las vias patogénicas de la EA ya sea disminuyendo la proteccion o aumentando la
toxicidad en comparacion con apoE2 y apoE3. Aun asi, los mecanismos que determinan la naturaleza patogénica
de la apoE4 en la EA no estan completamente claros.

Propiedades bioquimicas de apoE

La apoE es una proteina de aproximadamente 34 kDa que transporta el colesterol y otros lipidos en el
plasma y el sistema nervioso central mediante la unién a los receptores de apoE en la superficie celular®. Se
expresa en varios 6rganos, pero la mayor expresion es en el higado y el cerebro. En la periferia, la apoE
transporta las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) sintetizas en el higado, una subclase de lipoproteinas
de alta densidad (HDL) y los quilomicrones sintetizados en el intestino. En el cerebro, la apoE se sintetiza
predominantemente por los astrocitos y en menor cantidad por la microglia.

La apoE humana contiene 299 residuos aminoacidicos y se pliega de forma independiente a los
dominios aminoterminal y carboxiterminal, que estan unidos entre si por una regién de bisagra flexible en el
centro (fig. 8). La regién que interactia con los receptores de apoE (residuos 136-150) esta en el dominio N-
terminal, mientras que la region de unién a lipidos (residuos 244-272) esta en el dominio C-terminal. Las tres
isoformas, apoE2, apoE3 y apoE4, difieren en las posiciones 112 y 158%. Estas diferencias de un solo
aminoacido entre las tres isoformas de apoE alteran la estructura de la proteina e influyen en la asociaciéon a
lipidos y la unién al receptor. Por ejemplo, la apoE3 y la apoE4 se unen los receptores con una afinidad 50 veces
mayor que apoE2. Como resultado, la apoE2 transporta los lipidos con menor eficiencia, y su presencia se asocia
con hiperlipoproteinemia de tipo Il1l. La apoE4 se une preferentemente a las lipoproteinas de mayor tamafio
provocando un ligero aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular, esta preferencia a las lipoproteinas de
mayor tamafio es atribuible a la presencia de un Arg en la posicién 112, que afecta a la conformacion de la
cadena lateral de Arg61, resultando en un “dominio de interaccion” entre este Arg61l del dominio N-terminal y la
Glu255 del dominio C-terminal.
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En todas las especies animales, excepto en los seres humanos, la apoE no tiene variantes genéticas y
contiene una Thr en la posicion que es equivalente a la Arg61 en el apoE4 humana. Por lo tanto, con respecto al
dominio de interaccion, las apoE de otras especies tienen un comportamiento funcional como la apoE3,
independientemente de si se tiene una Arg en la posicion 112. La introduccidn de un residuo de Arg en la
posicion 61 de la apoE murina, la convierte en una estructura similar a la apoE4 humana con un dominio de
interaccion. La apoE4 humana y la apoE Arg61 de raton estan presentes en niveles mas bajos que otras isoformas
en el cerebro, lo que sugiere que el dominio de interaccion afecta directamente a la estabilidad de la apoE. La
apoE4 también asume un estado inestable llamado “molten globule”, un estado proteico parcialmente plegado
similar al encontrado en proteinas con un bajo pH o una alta temperatura. Las propiedades Unicas del dominio de
interaccion y el estado de molten globule implican el papel patogénico de la apoE4 en la EA.

El LDLr es el receptor principal receptor de apoE y su funcion es crucial para homeostasis del
colesterol, se unen tanto al apoB (que contiene LDL) como al apoE a través de interacciones electrostaticas entre
los residuos aminoacidicos basicos en apoB o apoE y los residuos acidos en el receptor. Estudios demuestran que
la pérdida de la funcion del receptor a causa de mutaciones en el gen de LDLr provocan un aumento de los
niveles plasméticos de LDL, lo que conduce a la hipercolesterolemia familiar y la aterosclerosis, no obstante
también se ha observado que la deleccion del gen provoca graves trastornos en la transmision sinaptica y la
funcién motora®. La causa de estos trastornos neurodegenerativos es la transduccion de la sefial que ocurre en el
LDLr y otros receptores de apoE que provocan un aumento significativo de los niveles de Ca2+, esto afecta a los
receptores de NMDA interrumpiendo la transmision neuronal.
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Figura 8: Representacién esquematica de la apoE humana. La apolipoproteina E humana (APOE) es una proteina de 299 aminoacidos
que contiene dos dominios plegados de forma independiente por un dominio bisagra. Un dominio amino-terminal que incluye la region de
unién al receptor y un dominio carboxi-terminal que contiene la regién de unién a lipidos. Los residuos que distinguen a las isoformas de
apoE (112 y 158) estan marcados. APOE? tiene Cys en ambas posiciones, APOE4 tiene Arg en ambas posiciones y APOE3 tiene Cys en la
posicién 112 y Arg en la posicion 158. El dominio de la interaccién entre Argél y Glu255 en APOE4 también esta indicado. llustracién
extraida de Bu G. Apolipoprotein E and its receptors in Alzheimer s disease: pathways, pathogenesis and therapy. Neuroscience. 2009; 10:
333-344.

ApoE y Ap

La acumulacién, la oligomerizacion y la deposicion de AR en el cerebro son eventos cruciales en la
patogénesis de la EA. Como hemos visto, el nivel de AR en el cerebro es el equilibrio neto de la produccion y la
eliminacion de AR. En consecuencia, la acumulacion de AR en el cerebro de pacientes con EA podria reflejar una
sobreproduccidn, una eliminacién ineficaz o ambos hechos. Los receptores de apoE y apoE desempefian un
papel importante en ambos procesos. En cuanto a la sobreproduccion, se ha visto que varios receptores de apoE
interacttan con la APP y modulan su procesamiento a AR, la union se produce extracelularmente entre el
receptor y el dominio KPI de la APP (APP751-APP770), la APP es endocitada y debido a que la B-secretasa
BACEL1 esta presente de forma abundante y activa en los endosomas, se incrementa la via amiloidogénica y la
consiguiente produccién de las isoformas de AR. En cuanto a la apoE, se ha demostrado que la apoE4 aumenta la
produccion de AR en mayor medida que apoE3*’, probablemente por modificaciones en los receptores de apoE.
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En lo que concierne a la desaparicion de AR, es ampliamente aceptado que los errores en la eliminacién
de AR son los eventos mas patogénicos de LOAD. El péptido AR tiene un tiempo de vida relativamente corto en
el cerebro, utilizando una microdialisis in vivo y un inhibidor de y-secretasa, se observé que el tiempo de vida de
AR era de 2 horas en ratones jévenes y 4 horas en ratones adultos®. Ademés, en los cerebros humas la velocidad
de eliminacion de AR es del 8,3% cada hora®, indicando que AR es activa y eficientemente eliminado del
cerebro. Las dos principales vias por las que AR es eliminado del cerebro es la liberacion al torrente sanguineo
por la accion de receptores de la barrera hematoencefalica y la degradacion proteolitica por endopeptidas. Los
receptores que median la eliminacién de AR son los mismos receptores de apoE, los cuales estan ampliamente
expresados en las neuronas, los astrocitos y la microglia de la parénquima cerebral y en las células endoteliales
de la barrera hematoencefalica. Estos receptores se pueden unir a AR directa o indirectamente a través de
chaperonas de AR, es decir, proteinas que facilitan su plegamiento. La apoE es la chaperona mas caracteristica de
AR, estudios de inmunoreactividad han encontrado la apoE en las placas amiloides®, sugiriendo que la apoE
interactla directamente con AR en los cerebros con EA. La region de apoE responsable de la union a AR esta en
el dominio C-terminal, solapando con la regién de union a lipidos, lo que sugiere que la asociacién de AR con
apoE es un proceso analogo a la unién a lipidos. De hecho, la union de apoE con AR compromete la capacidad
de union a lipidos. Ademas, AR modula la unién de las diferentes isoformas de apoE a sus receptores. Estos
resultados demuestran que los péptidos de AR pueden interferir en la funcion de apoE en el metabolismo lipidico
del cerebro y contribuir a la EA. Se ha observado que apoE3 se une a AR con mayor afinidad que apoE4%, de
acuerdo con esto, apoE3 elimina AR a través de los receptores de apoE de forma mas eficiente que apoE4. De
hecho, varios estudios con modelos de ratén demuestran que aquellos que expresan la apoE3 humana desarrollan
menos placas amiloides que aquellos que expresan la apoE4%%,

ApoE y tau

En condiciones normales la apoE es expresada por astrocitos y microglia, pero no por las neuronas. La
sobreexpresion transgénica de apoE4 en las neuronas pero no en astrocitos aumenta la fosforilacion de tau en
ratones®, lo que sugiere que existe un efecto especifico de apoE4 en las neuronas que favorecen la fosforilacion
de tau. Es posible que en cerebros con EA estresados se produzca una expresion anormal en las neuronas que
facilita la hiperfosforilacion de tau. No obstante, apoE y tau normalmente estan separadas por la membrana
plasmética de modo que se impide el contacto fisico. Una hipétesis sugiere que los fragmentos C-terminales de
apoE entran en el citosol e interactdan directamente con tau®?. Alternativamente, las isoformas de apoE pueden
regular diferencialmente la cascada de sefializacion mediada por los receptores de apoE afectando y modificando
la funcién de las tau quinasas y fosfatasas.

ApoE vy la sinapsis neuronal

Los errores en el proceso sindptico son de las primeras caracteristicas patoldgicas de la EA. La
sefializacion y redistribucion lipidica mediada por apoE y los receptores de actlan en partes importantes de la
integridad y plasticidad sinaptica. Existen evidencias cientificas de que las isoformas de apoE regulan
diferencialmente la plasticidad sinaptica y su reparacion. Estudios con ratones transgénicos portadores del gen
apoe4 humano muestran déficits sinapticos en ausencia neuropatologias®, también se observa un mayor dafio del
LTP en el hipocampo comparacidn con los ratones transgénicos apos3 y de tipo salvaje.

La expresion de apoE estd aumentada en los cerebros de ratas después de una isquemia y en las
neuronas lesionadas por un tratamiento con acido kainico. La principal funcion de la expresion de apoE inducida
por una lesién es redistribuir los lipidos y fortalecer la sefializacion mediada por apoE con el fin de hacer
reparaciones neuronales y sinapticas. El apoE de las lipoproteinas aisladas a partir del LCR demostr6 que apoE3
aumenta el crecimiento de neuritas y protege de la apoptosis mientras que la apoE4 no tiene ese efecto. En
conjunto, estos estudios indican que apoE4 es menos eficaz que apoE3 en el mantenimiento y la reparacion de la
sinapsis y las neuronas, lo cual puede explicar por qué en ciertas lesiones neuronales los individuos con apoE4
tienden a tener un prondstico més desalentador. Es posible que LOAD sea el resultado de dafio por acumulacion
de AR, la oxidacion y la inflamacion neuronal, y que apoE4 es menos eficaz en el mantenimiento y la reparacion
de la sinapsis y las neuronas lesionadas.
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Farmacologia actual y dianas terapéuticas

Terapias actuales

A lo largo de toda la revision hemos visto diferentes puntos claves de la EA y describiendo sus
mecanismos de accion se han destacado posibles dianas terapéuticas a varios niveles. Actualmente los farmacos
mas utilizados son los inhibidores de acetilcolinesterasa, una enzima que degrada la acetilcolina, un
neurotransmisor con un papel fundamental en la funcién de la memoria. Cuatro de estos inhibidores estan
aprobados por la FDA donepezil, rivastigmina, galantamina y tacrina. Los inhibidores de acetilcolinesterasa han
sido extensamente estudiados como terapia contra la EA y su eficacia esta reconocida para etapas prematuras de
la enfermedad.

Como se ha mencionado antes, la excitotoxicidad es un proceso comin que desencadena la muerte
celular y ha sido propuesto como un mecanismo del deterioro neuronal en la EA. La muerte celular ocurre por la
sobreactivacion de NMADR, dando lugar a un excesivo flujo de calcio intracelular inviable con el correcto
funcionamiento celular. Este proceso esta implicado en numerosos desordenes del sistema nervioso incluyendo
la neurodegeneracion de la EA, varios estudios con modelos experimentales de la enfermedad han demostrado
una perturbacién en la homeostasis del calcio neuronal, y estudios pre-clinicos muestran que el bloqueo
farmacolégico de NMDARs elimina la neurotoxicidad inducida por AB. Basandose en estos estudios, la
mematina, un bloqueador parcial de los NMDARSs, fue introducido como un posible agente terapéutico en la EA.
Bajo condiciones fisioldgicas normales, la mematina tiene muy baja afinidad por el NMDAR, sin causar ningdn
efecto fisiologico®. Sin embargo, cuando los niveles de NMDAR aumentan, o durante una activacion
prolongada (por ejemplo bajo condiciones excitotdxicas), la mematina se convierte en un fuerte bloqueante. La
mematina esta actualmente aprobada por la FDA para el uso en pacientes con EA en estado moderado o severo.

Terapias emergentes

En la Gltima década estan surgiendo nuevas terapias que no se dedican a tratar los trastornos sinépticos,
gque no son Mas que una consecuencia de la enfermedad, sino a pasos previos de la misma que pueden
considerarse origen y causa. Estd ampliamente aceptado que los pacientes con EA presentan una progresiva
deposicion cerebral de placas de B-amiloide y de ovillos neurofibrilares. Y aunque el papel exacto de A en la
patogénesis de la EA sigue en debate, hay evidencias de que AP es un componente critico de los mecanismos de
presenta esta enfermedad.

Por ello, se han desarrollado varios tratamientos con el objetivo de eliminar el péptido AP, el que se
encuentra esta avanzado es la inmunizacién pasiva contra el péptido, los cuales presentan mejoras en la funcion
cognitiva global incluso a pesar de ser portador de alelos €4. El solanezumab es un anticuerpo monoclonal de A
que disminuye los niveles de deposicién, pero aumenta los niveles de B en el liquido cefaloraquideo®, esto
significa que favorece la degradacion de AP cerebral aumentando su liberacion al torrente sanguineo.

Otro objetivo es disminuir la produccion de AP mediante inhibidores de - y y-secretasa. La APP es
secuencialmente escindida por - y y-secretasa para dar lugar al péptido A, no obstante, ambas secretasas tienen
importantes sustratos ademas de la APP, el mas importante es Notch en el caso de la y-secretasa. Notch es una
proteina transmembrana altamente conservada esencial para muchos procesos que regulan eventos del destino
celular, estd presente en multitud de organismos incluido el humano. La desregulacion de Notch tiene
consecuencias perjudiciales, de modo que un compuesto terapéutico interfiere con las vias de sefalizacion
esenciales de la célula. Es por ello que el tratamiento con semagacestat, un inhibidor de y-secretasa, no ofrecid
buenos resultados a largo plazo. Por otra parte, el desarrollo de farmacos inhibidores de p-secretasa (inhibidores
de BACEL) ha demostrado ser un desafio, varios inhibidores de BACE1l prometedores han entrado
recientemente en ensayos clinicos humanos. La seguridad y eficacia de estos medicamentos se estan probando en
la actualidad en pacientes con EA y en individuos sanos, y pronto serdn probadas en personas con EA
presintomatico. Aunque hay muchas esperanzas de que los inhibidores de BACEL podrian ser eficaces para la
prevencién o el tratamiento de la EA, se han planteado preocupaciones acerca de los posibles efectos secundarios
basados en el mecanismo de estos farmacos, por ejemplo, los inhibidores LY2886721 y MK-8931 han presentado
pacientes con intoxicaciones hepéticas®.
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Identificar y bloquear la via de sefializacion patologica iniciada por AP puede representar una estrategia
terapéutica para la EA. Multiples estudios implican a la Fyn quinasa en la fisiopatologia sinaptica de la EA, que
une la patologia de AP y de tau. Fyn es un miembro de la familia de las Scr quinasas, una tirosina quinasa
intracelular. En ratones transgénicos de EA, la eliminacion genética de Fyn quinasa alivia la pérdida neuronal, y
la sobreexpresion de Fyn acelera deterioros en la memoria espacial®’. En pacientes con EA, la expresién de Fyn
esta alterada, sugiriendo que la via de sefializacion caracterizada en modelos animales es aplicable a condiciones
humanas. Ademas, otros estudios muestran que la “cellular prion protein” (PrP®) actia como un receptor de alta
afinidad para los oligomeros toxicos de AB%. Basandose en estos descubrimientos, el bloqueo de la Fyn quinasa
o de la PrP° en pacientes con EA representa una intervencion terapéutica de alto potencial. Mientras que las
terapias dirigidas a PrP® se encuentran en estado pre-clinico, el estudio de saracatinib, un inhibidor de la familia
Scr quinasa con un gran efecto sobre Fyn quinasa, esta en la fase de estudio Ib.

A pesar de la consistente presencia de NFTs en los cerebros de EA, que consisten en la
hiperfosforilacion de tau, hasta hace pocos afios se pensaba que esta proteina era un efecto secundario de la
neurodegeneracion iniciada por AP. Actualmente se considera como un evento independiente con la misma
capacidad de causar la patogénesis de la EA. Una reduccion del 50% de proteina tau endégena revierte el
deterioro cognitivo en modelos de raton para la EA y varios ensayos clinicos basados en terapias contra tau han
comenzado.

La apoE también juega un papel crucial en las vias patogénicas de la EA, se conoce que la apoE4 es un
importante factor de riesgo para la EA mientras que la apoE3 no lo es, por lo tanto un objetivo atractivo es
convertir la apoE4 en una molécula parecia a la isoforma apoE3. El dominio de interaccion que existe en apoE4
pero no en apoE3 parece ser responsable de la mayor parte de la neuropatologia asociada a apoE4, se han
identificado varias moléculas que pueden interrumpir este dominio de interaccion. Entre ellos, GIND-25, un
disulfonato, y GIND-105, un monosulfoalquilo, que disminuyen la produccion de AR inducida por apoE4 a
niveles similares a los inducidos por apoE3%.

Otra potencial estrategia es la de aumentar los niveles de expresién de apoE en el cerebro. Sin embargo,
esta estrategia requiere una cuidadosa consideracion en cuanto a si los efectos de apoE4 en cerebros con EA son
causados por la pérdida de la proteccion, el aumento de la toxicidad o ambos. Se ha demostrado que el promotor
del gen apoE puede cambiar los niveles de expresion de apoE cuando altera la transcripcion del gen. Por lo tanto,
la regulacion de la funcién del promotor apoE podria ser una estrategia para alterar la expresion de apoE. Los
receptores X del higado (LXRs) son receptores de oxiesterol que actlan como factores de transcripcion que
regulan la homeostasis del colesterol. En el cerebro, los LXR aumentan la expresion de apoE y ABCAL,
promoviendo asi el flujo de colesterol en las neuronas y la glia. En el modelo de raton amiloide Tg2576, los
agonistas de LXR facilitan la eliminacion de AR42 y revierten el déficit de memoria contextual . Por lo tanto,
los agonistas de LXR pueden representar un importante objetivo terapéutico para la EA.

Otras posibles terapias

Actualmente se estd trabajando en la idea de elaborar una vacuna contra la EA. Aln en fase I, de
caracter muy preliminar, se evalla especialmente la tolerabilidad y la seguridad de la vacuna ABvac40 en
pacientes con EA leve o moderado, si bien no se analiza su efectividad. Su desarrollo se basa en la inmunizacién
contra el beta-amiloide y se trata de una innovadora inmunoterapia activa especifica frente a las proteinas beta-
amiloides 40y 42, utilizando la parte C-terminal de estas proteinas.

También, la terapia génica sobre la Crtcl, un gen que provoca la produccién de una proteina bloqueada
en los pacientes con EA permite desencadenar las sefiales necesarias para activar los genes implicados en la
consolidacion de la memoria a largo plazo.

En cuanto a la insulina, es critica en la utilizacién de glucosa y juega un importante papel en la funcion
singptica. Investigaciones recientes han observado la desregulacion de insulina en pacientes con EA. En un
modelo de ratén que sobreexpresa el transgen APP se ha observado resistencia a la insulina, y los niveles de
insulina en pacientes con EA estan reducidos.
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Cabe destacar que se puede encontrar en el mercado Souvenaids, un alimento medico desarrollado
recientemente para su uso contra la EA. Contiene una mezcla de propiedades de nutrientes que son precursores
de fosfatidos esenciales para la funcién neuronal saludable™.

Por altimo, hay un considerable interés en el papel del ejercicio como una estrategia terapéutica para la
EA. Varios ensayos controlados han el papel de programas de ejercicio aerdbico en la EA. EI mayor estudio fue
realizado con 170 pacientes con EA, la mitad de los cuales realizador 50 minutos de ejercicio moderado
(caminar) 3 veces por semana’’. Después de 6 meses el grupo que realizo el ejercicio mostraba mejoras
considerables. Aunque el tipo de ejercicio aerébico no mas efectivo contra pacientes con EA no se conoce
todavia, es razonable incluir un régimen de ejercicio similar al mencionado como parte de la rutina del cuidado
de la EA.
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