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Las conexiones de la enfermedad de Alzheimer: ;Dénde estan?
Analisis desde la Proteé6mica cuantitativa

The Alzheimer’s connection: Where is it? Insights from Quantitative Proteomics
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RESUMEN

En el presente articulo se presentan los conceptos basicos que definen la patologia de la enfermedad de Alzheimer (EA) y los
métodos fundamentales utilizados en Neuroprotedmica para su estudio. De igual manera, se discuten algunos resultados en el
analisis de esta enfermedad y su relacion con el genotipo APOE4 de APOE, el gen que codifica la Apolipoproteina E (ApoE).
Finalmente se hacen algunas consideraciones generales sobre la EA, como evitar su progresion y se discute brevemente el
futuro de la investigacion en esta area.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer. Apolipoproteina E. Estrés oxidativo. Proteébmica/métodos. Espectrometria de
masas. Protedmica.

ABSTRACT

In this review we present the basic concepts that define the pathology of Alzheimer Disease (AD) and the fundamental methods
used in Neuroproteomics for its study. Some results in the analysis of this disease are discussed and their relationship with
the APOEA4 allele of APOE, the gene coding for the APOE4 genotype of the Apolipoprotein E (ApoE). Finally we present some
general considerations on AD, how to avoid the progression and we discuss briefly about the future of research in this area.

Keywords: Alzheimer disease; apolipoprotein E; oxidative stress; proteomics/methods; mass spectrometry; proteomics.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la
causa mas frecuente de demencia en personas
mayores de 65 afios. Debido al aumento de
la expectativa de vida en la poblacion, la EA
representa un problema de salud publica mundial.
La EA es un desorden neurodegenerativo de
origen multifactorial. Se han propuesto varias
causas de neurodegeneracion en la EA que
incluyen factores genéticos y ambientales,
apoptosis, procesos inflamatorios, exceso
de radicales libres, disfuncion mitocondrial y
estrés oxidativo, entre otros. En la actualidad
no hay un tratamiento totalmente efectivo
y los medicamentos que se encuentran en
uso solo logran retrasar la progresiéon del
deterioro neurolégico. La investigacion sobre
EA sigue siendo un problema vigente y dentro
de los objetivos que actualmente tienen los
investigadores en el tema, esta determinar
las proteinas implicadas en el desarrollo de la
enfermedad para encontrar posibles blancos
terapéuticos. En el presente articulo se presenta
una descripcion general de la EA, se hace
una revision sobre algunas de las teorias que
buscan explicar el origen y la progresion de la
enfermedad y finalmente se describen técnicas
de neuroproteémica, encaminadas hacia la
investigacién de mecanismos moleculares
relacionados con la aparicion y el progreso
de esta enfermedad tan compleja. El presente
articulo tiene la siguiente organizacion:

. Descripcioén de la EA

. Etiologia de la EA

. Desarrollo de la EA

. EA'y Estrés oxidativo

. La Protedmica en la investigacion de la EA
. Discusion y prospectivas

OO WN -

1. DESCRIPCION
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

El Doctor Alois Alzheimer en 1906, describioé
las caracteristicas neuropatologicas de la
enfermedad; éstas son: presencia de depoésitos
densos que rodean las neuronas y formacion
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de ovillos neurofibrilares (NFT, por sus iniciales
en inglés neurofibrillary tangles) dentro de las
mismas. La EA es la causa mas comun de
demencia en la poblacién adulta en los Estados
Unidos'?3, La prevalencia de esta enfermedad
la convierte en un problema de salud publica;
su diagnostico es principalmente clinico y, por
lo tanto, se deben tener en cuenta los criterios
de demencia para realizar un diagnostico
acertado y no confundirla con trastornos que
son potencialmente reversibles.

Segun el Diagnostics and Statistical Manual
of Mental Disorders, Fourth Edition DSM V4,
los criterios para el diagnéstico de la EA son: 1)
déficit de memoria demostrado en forma objetiva
por medio de pruebas cognitivas; 2) al menos
otro déficit cognitivo como afasia, compromiso
en la ejecucion de funciones, agnosia o apraxia;
3) alteracion en el desempeiio de las actividades
diarias; 4) el desarrollo de la enfermedad se
caracteriza por inicio gradual y deterioro cognitivo
progresivo; 5) los déficits deben representar una
declinacién a partir de un nivel funcional previo
mas alto y 6) no debe existir otra enfermedad
neurologica que justifique los sintomas.

Dentro de los diagnésticos diferenciales de
demencia causada por EA que deben ser tenidos
en cuenta se encuentran otras condiciones
del sistema nervioso central que causan
déficits de memoria progresivos (enfermedad
cerebrovascular, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington, hematoma subdural,
hidrocefalia de presién normal y tumores
cerebrales), condiciones sistémicas relacionadas
con el desarrollo de demencia (hipotiroidismo,
deficiencia de vitamina B12, acido félico y
niacina, hipercalcemia e infeccion por VIH) y
otras demencias inducidas por sustancias®.
Adicionalmente, se han encontrado otros
factores de riesgo®’, entre ellos: edad, factores
hereditarios, enfermedad cerebrovascular,
hipertension, hipercolesterolemia, diabetes
mellitus tipo Il (DM-II), dafio oxidativo por la
presencia de radicales libres, inflamacion, y
trauma craneoencefalico, entre otros (véase
por ejemplo®®'%): no obstante, no se han
encontrado relaciones causales entre estos
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factores y la aparicidén y el desarrollo de la
enfermedad.

El diagnéstico de la EA es enteramente
clinico — fundamentalmente se hace siguiendo
el método empirico propuesto por Knopman
et al. (2001)", y la confirmacion sélo se logra
durante la autopsia, al demostrarse la presencia
de depositos de placas de amiloide y NFTs. Mirra
et al. (1991)" proponen una serie de criterios
neuropatoldgicos para clasificar los casos como
EA definida, EA probable, EA posible y cerebro
normal basado en la edad y en la frecuencia y
la distribucién de las placas de amiloide.

Con el progreso en las técnicas de investigacion
molecular, se ha conseguido describir genes
asociados con variedades de la EA, de inicio
temprano y de inicio tardio, y se han identificado
algunas proteinas codificadas por estos genes
que promueven la aparicién de los cambios
histopatologicos. La realizaciéon de pruebas
genéticas preconcepcionales para definir
el riesgo de EA sigue siendo un tema sin
fundamento cientifico, ya que no se conocen
genes responsables de las formas mas comunes
de esta enfermedad™.

2. ETIOLOGIA
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Muchos factores como la dieta, los trastornos
del metabolismo y la presencia de enfermedades
concomitantes pueden influir en la etiologia
de la EA. Se ha encontrado que alteraciones
en algunas proteinas tales como la Proteina
Precursora del Amiloide (APP, por sus siglas en
inglés Amyiloid Precursor Protein), Presenilinas
1y 2 (PSEN1 y PSEN2), homocisteina y a-2
Macroglobulina se relacionan con formas
tempranas de EA, las cuales dan cuenta del 5%
de los casos de pacientes con EA. Asi mismo,
la variante APOE4 de APOE (que codifica la
proteina Apolipoproteina E) es el Unico gen
conocido hasta el momento, que confiere
riesgo de desarrollar la enfermedad!231516,
Durante los ultimos afios nuestro grupo de
estudio, primero en la Universidad de Duke, y
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ahora en la Universidad de Carolina del Norte,
ha estado estudiando la relacién entre ApoE
y la aparicién y el progreso de la EA. APOE
presenta tres alelos diferentes APOE2, APOE3
y APOE4 que codifican tres isoformas diferentes
de la proteina. APOES3 se considera la isoforma
normal, mientras que APOE2 se relaciona
con hiperlipoproteinemia tipo Il y APOE4 se
relaciona con EA y aterosclerosis'®.

Se ha determinado que el envejecimiento es el
mayor riesgo para la aparicién de EA, asi como
las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS, por
sus iniciales en inglés Reactive Oxygen Species),
responsables de la aparicion del desequilibrio
en el estrés oxidativo'®. Es importante clarificar
que la EA, una enfermedad cuya prevalencia
aumenta en personas mayores de 65 afios, en
general no tiene un componente genético; esto
ocurre en aquellos casos usualmente asociados
con mutaciones en APPy PSEN1Yy 2, los cuales
sélo representan el 5% de todos los casos de
EA. El 95% de los casos restantes no tiene un
factor genético definido y el iinico gen que se ha
descubierto hasta el momento que representa
un riesgo es el APOE4, usualmente asociado
con EA de aparicion tardia. Recientemente,
nuevos genes se han adicionado a esta lista,
aunque su verdadero valor como factores de
riesgo y desarrollo de la enfermedad esté4 por
demostrarse?:1819:20.21,

Existen diferencias estructurales entre las
proteinas ApoE3 y ApoE4 que podrian tener
efectos potenciales en la aparicion de EA.
ApoE3 estimula el crecimiento de las dendritas
y la plasticidad neuronal, la eliminacion del
colesterol y del péptido B-amiloide (AB), tiene
efecto antioxidante, previene la fosforilacién de
la proteina tau y previene el deterioro cognitivo;
por su parte ApoE4 inhibe el crecimiento de las
dendritas, produce ruptura del citoesqueleto,
aumenta los depositos de AB y propicia las
fugas lisosomales inducidas por AR y apoptosis,
reduce el receptor de androégenos, estimula
la fosforilacion de la proteina tau y causa
deterioro cognitivo's. Todas las diferencias entre
personas con ApoE2, ApoE3 y ApoE4 surgen
de las variaciones en la secuencia primaria de
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estas proteinas, las cuales consisten en una
variacion minima en las posiciones 112 y 158,
asi: ApoE2 tiene residuos de cisteina en ambas
posiciones, ApoE3 tiene cisteina en la posicion
112 y arginina en la 158, y ApoE4 tiene argininas
en ambas posiciones'® (Figuras 1y 2).

Figura 1. Imagenes comparativas de las
estructuras ApoE2, ApoE3 y ApoE4, que indican
las posiciones 112y 158. Cisteina (Cys) aparece
en color verde y Arginina (Arg) en amarillo. Las
imagenes fueron realizadas con Molviewer®
de Matlab® y las estructuras fueron obtenidas
de Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/) y
sus referencias respectivas son 1NFO, 1NFN
y 1GS9.
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La predisposicién conocida para la aparicion
de EA asociada con la presencia de genes
de APOE, PSEN1 y 2 y APP, ha permitido
la creacion de modelos animales para el
estudio de esta enfermedad. Utilizando uno
de estos modelos, los ratones humanizados
con reemplazo dirigido de APOE humano??,
encontramos que las distintas isoformas
de la Mortalina, la chaperona mitocondrial
Hsp70 (mtHsp70), se expresan y se fosforilan
diferencialmente en el hipocampo de ratones
APOE4/4 comparados con ratones APOE3/3.
Posteriormente, hicimos la misma comparacion
con cerebros de pacientes con EA con genotipos
APQOE3/3y APOE4/4 y con individuos normales
sin EA como control. Se encontré el mismo
patron de expresion diferencial para la Mortalina
por lo que se postula que la expresion de esta
proteina en el hipocampo de pacientes con EA
es regulada por el genotipo APOE, es decir, se
infiere que éste es un mecanismo de defensa
celular como respuesta al incremento del estrés
oxidativo??.

Otros factores de riesgo para la aparicion de EA
incluyen altos niveles de colesterol?®, el complejo
apoE4-VLDL (Very Low Density Lipoprotein) en
la inhibicion de la actividad antiapoptoética de las
HDL (High Density Lipoprotein) y la influencia
de este efecto en la aparicion de enfermedades
como aterosclerosis? y su actividad sobre la
fosfoinositol fosfatasa?®, considerada un factor
de riesgo independiente para DM-II, hipertension
y obesidad.

3. DESARROLLO
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Selkoe (2003)**describe el papel del plegamiento
anormal de algunas proteinas en la patogénesis
de varias enfermedades. En condiciones
normales estas proteinas son secretadas en
forma soluble pero, por modificaciones en las
secuencias de aminoacidos, tienden a formar
agregados o fibrillas altamente estables en
el espacio extracelular que alteran la funcién
celular. Algunas de estas enfermedades son
amiloidosis sistémica primaria, mieloma multiple,
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Figura 2. Alineacion de las secuencias de ApoE2, ApoE3 y ApoE4 que resaltan las posiciones 112
y 158 en las que se presentan los cambios que determinan las variaciones funcionales entre las
isoformas de las proteinas. La imagen fue realizada con Multialign viewer de Matlab® y se extrajeron
las secuencias obtenidas de Protein Data Bank y sus referencias respectivas son 1NFO, 1NFN y

1GS9.

diabetes pancreatica, EA, Sindrome de Downy y
enfermedad de Parkinson. En la enfermedad de
Huntington y la Ataxia Cerebroespinal Familiar
se presentan depoésitos citoplasmaticos de
secuencias de glutamina que se repiten.

La EA es el unico desorden neuroldgico
que presenta depdsitos intracelulares (tau)
y extracelulares (AB) de proteinas. Se han
encontrado mutaciones hereditarias en APP o en
una de las proteasas (presenilina/y-secretasa)
que actua sobre APP para liberar AR y que causa
EA de inicio temprano?’.

Segun Selkoe y Podlisny (2002)%, una
secuencia hipotética de los pasos patogénicos
de las formas familiares de EA podria ser la
siguiente: 1) mutaciones en los genes de APP,
PSEN1 y PSEN2; 2) protedlisis alterada de
APP; 3) produccion incrementada de AB,,; 4)
acumulacion y agregacion progresivas de AB,,
en el liquido intersticial del cerebro; 5) depoésitos
de agregados de AB,, en forma difusa; 6)
agregacion de AB,, sobre placas difusas de AR,
y sobre posicién de ciertas proteinas asociadas
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a las placas (complemento c1q, por ejemplo);
7) respuesta inflamatoria, activacién microglial,
liberacion de citoquinas, astrocitosis y liberacion
de proteinas de fase aguda; 8) lesién dendritica
progresiva dentro de las placas de amiloide; 9)
ruptura de la homeostasis i6nica y metabdlica
neuronal y dafio oxidativo; 10) actividades de
kinasa/fosfatasa alteradas, hiperfosforilacion
de la proteina tau y formacién de filamentos
helicoidales pareados; 11) lesién neuronal y
dendritica difusa y muerte celular en hipocampo
y corteza cerebral con déficit progresivo de
neurotransmisores; y 12) demencia.

4. ENFERMEDAD
DE ALZHEIMER Y ESTRES OXIDATIVO

De acuerdo con el estudio de Keller et al.
(2005)% el dafio oxidativo de lipidos, proteinas
y ADN ocurre en las primeras etapas de la EA,
e incluso puede ocurrir en las fases preclinicas;
y se relaciona con deterioro cognitivo leve y
alteracién en la memoria verbal. En la EA,
los astrocitos y la microglia activada liberan
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radicales libres y factores inflamatorios. El dafio
oxidativo y la sensibilidad al estrés oxidativo se
incrementan con la edad. En la EA, las vias y
mecanismos oxidativos incluyen peroxidacién
de lipidos, oxidacién de proteinas y del ADN.
El incremento en la peroxidacion de lipidos
precede a la formacion de placas de amiloide en
modelos animales de EA'S. Las placas amiloides
extracelulares, los NFT y la pérdida de neuronas
colinérgicas en el cerebro son el resultado de
anormalidades en el metabolismo de los lipidos y
peroxidacién y puede ser causada o exacerbada
por AB". Las isoformas de ApoE pueden
influenciar especificamente la distribucion celular
de productos de la peroxidacion de lipidos en el
cerebro y ayudar a la estratificacion del riesgo
de EA asociada con ApoE42%2,

Las mitocondrias son fuentes de radicales
y precursores oxidativos en forma de O%, que
por accion de la superdxido dismutasa se
transforman en H,0, que es difusible y estable y
termina produciendo radicales hidroxilo a través
de otras reacciones, la produccién de éstos esta
ligada al metabolismo. Se observa oxidacion del
ADN mitocondrial (mtADN) en la corteza parietal
de personas con EA y en ancianos sanos.
De igual manera, se observa incremento del
mtADN en los nucleos de neuronas de personas
susceptibles de desarrollar EA lo que produce
un incremento del potencial oxidativo?.

Se ha postulado que el estrés oxidativo, la
deplecion de energia, la excitotoxicidad y la
patologia endotelial vascular participan en
la patogénesis de la EA. Cuando el estrés
oxidativo es activado, las enzimas antioxidantes
se incrementan y el metabolismo intermediario
se desplaza al ciclo de la pentosa fosfato para
promover la desintoxicacién reductora, la
reparacion y la biosintesis. En el cerebro de
pacientes con EA se han encontrado varios
productos de la oxidacién de acidos grasos
(w3, w6), entre ellos el trans-4-hidroxi-2-
hexenal (HNE) y acroleina, que inhiben los
transportadores de la membrana plasmatica,
el ensamblaje de microtubulos y la funcion
mitocondrial. EI HNE inhibe la colina transferasa,
responsable de la sintesis de acetilcolina. El
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malondialdehido, producto de la peroxidacién de
lipidos, se ha identificado en el I6bulo temporal
en las primeras fases de la EA pero no en
otras regiones del cerebro. También se han
encontrado productos de la peroxidacién del
acido araquidonico en el cerebro y LCR3%31,

El dafio oxidativo de las proteinas se determina
por la generacién de grupos carbonilo?®. Muchas
de las proteinas oxidadas en la EA se encuentran
relacionadas con la glicélisis y la generacién
de ATP, esto ocurre temprano al inicio de la
enfermedad en regiones del cerebro vulnerables
y se relaciona con deterioro cognitivo leve,
acompanado de glucosilacién no enzimatica de
proteinas oxidadas3%32,

Como respuesta al estrés oxidativo se produce
un aumento de la actividad antioxidante. Se
encuentran, por ejemplo, niveles incrementados
de glutatiéon peroxidasa que detoxifica el
H,O,, superdxido dismutasa que convierte
el O* en H,0,, hemoxigenasa-1 (HSP: heat
shock protein) que convierte el grupo hemo
prooxidante en biliverdina que es reducida
a bilirrubina antioxidante. El grupo hemo es
liberado de la citocromo oxidasa por dafo
mitocondrial. Las aldo-ketoreductasas también
se incrementan y ayudan a detoxificar HNE y
acroleina. La succinico semi aldehido reductasa
se incrementa y aumenta la concentracién de
gamma hidroxibutirato (GHB). La glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) se encuentra
incrementada en el cerebro de pacientes
con EA y genera el NADPH requerido como
cofactor para las enzimas antioxidantes y para
la regeneracion de glutation GSH?9-%0.32,

El AB tiene capacidad para generar radicales
libres, alterarla homeostasis del calcio intracelular,
disminuir el metabolismo de la energia y dafiar
el endotelio vascular, ademas, afecta la funcion
de las neuronas colinérgicas, liga metales y los
transloca a través de la membrana celular donde
alteran la funcion de otros canales idnicos e inicia
la peroxidacion de lipidos. Los antioxidantes
como la vitamina E, al bloquear los canales de
calcio, protegen de la toxicidad in vitro y la muerte
inducida por AB. Los depdsitos tempranos de A
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disparan la formaciéon de peroxidos toxicos,
bloquean la produccion de energia y dafian los
transportadores de glucosa®.

La entrada de calcio, la depresion de la actividad
de la Na*/K* ATPasa y HNE pueden alterar el
intercambio de glutamato en neuronas que
usan este neurotransmisor como los astrocitos
corticales, particularmente en presencia de Ap.
El exceso de glutamato en la sinapsis altera el
transporte de la cisteina y promueve la deplecion
de GSH y conduce al aumento de los niveles de
peréxido tisular. Las neuronas vulnerables en la
EA se protegen cuando se aumenta el numero
de receptores glutamato metabotropicos del
grupo I, lo que inhibe la liberacién de glutamato
y previene la lesion por excitotoxicidad?2.

En el cerebro con EA se observa reduccion
de la actividad de la sintetasa de glutamina
glial y reduccién significativa de la actividad del
transportador de glutamato. Se ha observado
aumento del glutamato en el cerebro, en etapas
tempranas de la enfermedad, lo que produce
alteracion de las conexiones corticales y
posterior reduccion de los niveles de glutamato.
Los productos de la peroxidacion de lipidos,
como HNE y acroleina, producen lesion y muerte
celular al reducir el metabolismo de la energia.
Los aldehidos téxicos interfieren con la funcién
mitocondrial y con la utilizaciéon de la glucosa.
El HNE se une al transportador de la glucosa
neuronal y reduce el transporte de la misma y
la produccion de ATP3,

El AB lesiona también el endotelio vascular y
genera grandes cantidades de superéxido, este
radical puede actuar sobre el 6xido nitrico, un
factor relajante derivado del endotelio, y producir
peroxinitrito, un potente agente oxidante que
inicia la cadena de dafios de la peroxidacién de
lipidos, lo que reduce la respuesta vasodilatadora
de la acetilcolina y el flujo sanguineo, reduce el
metabolismo energético y causa estrés oxidativo.
El efecto contrario también se observa ya que el
estrés oxidativo es un inductor de la expresion
de APP con la consecuente produccion de A.
La APP es un reactante de fase aguda que es
regulada en las neuronas, astrocitos y microglia
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en respuesta a la inflamacién y al estrés celular
por lesién axonal, estrés excitotoxico, estrés
oxidativo y envejecimiento. La produccion de AR
a partir de APP en concentraciones fisiolégicas
esta dirigida a reducir el estrés neuronal, prevenir
la muerte celular, promover el crecimiento de
dendritas y la regeneracion tisular®.

Co el uso de protedmica de 6xido-reduccion
(Redox proteomics) se han identificado proteinas
oxidadas en cerebros con EA, incluyendo la
proteina relacionada con la dihidro piriminidasa
(DRP2, dihydro pyriminidase related protein
2), a-enolasa, proteina de choque térmico
71 (Hsc71), creatina kinasa BB (CK-BB),
glutamina sintetasa (GS) y ubiquitina carboxi-
terminal hidrolasa L1 (UCHL-1), peptidil-prolil-
cis, transisomerasa 1 (Pin1), triosa fosfato
isomerasa (TPIl) y anhidrasa carboénica Il
(CAIl), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), cadena a de la ATP sintetasa, canales
proteinicos anidnicos dependientes de voltaje,
y-enolasa, B-actina, L-lactato dehidrogenasa
(LDH), neuropolipéptido h3 (N-h3) y TPI29:3132,

La UCHL-1 es crucial para la degradacion de
proteinas dafiadas o mal plegadas a través de
la via del proteasoma; su disfuncion se relaciona
con acumulacion de éstas y con exceso en la
ubiqditinizacién de proteinas observada en
las areas vulnerables del cerebro para EA. La
UCHL-1 puede ayudar a recuperar la funcion
sinaptica y la formacion de memoria contextual
a partir de la oxidacién inducida de AB. Otra
de las proteinas ligadas al proteosoma y a la
degradacion de proteinas es Hsc71 que también
liga el dominio intracelular de APP y puede
contribuir en las modificaciones observadas
en su procesamiento y en la producciéon de
AB. Las alteraciones en la 3-actina pueden ser
las responsables de cambios en la estructura
del citoesqueleto como el acortamiento de las
dendritas, estos cambios estructurales pueden
contribuir en la muerte celular. La DRP2 modula
la actividad de la colapsina, que es esencial
para el crecimiento de las dendritas y del
axon; esta proteina se encuentra reducida en
la EA y su funcion puede perderse por efecto
de la oxidacion que implica defectos en la
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comunicacion neuronal y en la pérdida de la
memoria y el deterioro cognitivo®.

El N-h3 es esencial en la produccién de
colina acetiltransferasa. La alteracién en la
produccion de esta ultima, por oxidacion del
N-h3, reduce los niveles de acetilcolina y
ocasiona alteraciones en la transduccion de
sefiales y en la neurotransmision. La oxidacion
de GS y su consecuente pérdida de funcién
induce acumulacién del glutamato extracelular y
se presenta sobre activacion de sus receptores,
aumento del calcio intracelular, aumento de ROS
intracelulares y muerte celular3?,

La nitracion de CAll puede alterar el balance
hidroelectrolitico y el pH celular; muchas
enzimas, reacciones y el gradiente de protones
mitocondrial son dependientes de pH por lo que
las alteraciones en la CAll pueden resultar en el
mal funcionamiento de estas vias®.

5. LA PROTEOMICA EN LA INVESTIGACION
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Para estudiar y comprender la participacion
de las proteinas en el origen y la progresion
de la EA, se emplean muchos métodos de la
protedmica en general y de la neuroprotedmica
en particular (aunque neuroproteémica es
una palabra que aun no existe en espainiol, la
queremos introducir aca como aquella rama de
la protedmica que estudia el proteoma asociado
con el sistema nervioso y las enfermedades
neurodegenerativas). En su definicion mas
amplia, la proteémica es la identificacion y la
caracterizacion de las proteinas expresadas
por un genoma; por su parte la neuroprotedmica
es el estudio de las proteinas relacionadas
con el sistema nervioso y de como éstas se
expresan diferencialmente en los diversos
tejidos de acuerdo con influencias genéticas y
ambientales®. La proteémica se puede utilizar
para determinar la presencia y evolucién de
enfermedades. En la presente revision se
hara una breve descripcion de las técnicas
usadas para la caracterizacion de las proteinas
expresadas en el sistema nervioso central y en
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el liquido cefalorraquideo para el estudio de la
EA.

5.1. Ratones transgénicos

El uso de ratones transgénicos es muy
comun dada la facilidad de obtener cepas
consanguineas, la gran homologia genética
entre seres humanos y ratones, la facilidad de
controlar la reproduccién y la disponibilidad
de reactivos. La posibilidad de obtener cepas
consanguineas permite conseguir ratones
homocig6ticos para cualquiera de los locus y
se limita la variabilidad genética. La expresién
“transgénico” hace referencia especificamente
a la introduccién de ADN extraio dentro del
genoma. Existe una gran cantidad de reportes
del uso de ratones transgénicos en el estudio
de la EA?23*41_En nuestro laboratorio, se usan
ratones “humanizados” a los que se les han
introducido genes humanos de APOE, para
generar ratones conocidos como ratones
hApoE-TR (human ApoE-Targeted replacement),
desarrollados en el Laboratorio de Oliver
Smithies en la Universidad de Carolina del
Norte durante la década de los noventa*?. Estos
ratones son usados en nuestro laboratorio,
en combinacién con neuroprotedémica, para
entender la relacion entre ApoE y EA. A
continuacion se describen estas técnicas y se
presentan algunos resultados.

5.2. Western blot

Western blot es una técnica usada para
identificar y localizar proteinas, basada en
la capacidad de las proteinas para unirse a
anticuerpos especificos. Esta técnica permite
detectar proteinas de interés a partir de una
mezcla de un gran numero de proteinas v,
adicionalmente, determinar su tamafo (kDa)
y dar informacién sobre la expresion de las
proteinas cuando se usa una muestra de control
conocida. El analisis Western blot es altamente
dependiente de la calidad y especificidad de
los anticuerpos usados para la deteccion. (Para
buscar protocolos y métodos, se sugiere un sitio
como: http://www.westernblotting.org/).
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Para utilizar esta técnica se debe obtener una
muestra de las células del tejido de interés; éstas
se deben lisar para liberar la proteina y se usa un
gel de electroforesis para separar las proteinas
de acuerdo con su tamafo. Posteriormente, las
proteinas son transferidas a una membrana
y sometidas a la accién de los anticuerpos
especificos. El anticuerpo que se liga a la
proteina se conoce como anticuerpo primario y
se emplea un anticuerpo secundario que se une
al primario para formar una estructura proteina-
anticuerpo-anticuerpo. El anticuerpo secundario
contiene una enzima peroxidada que convierte
un sustrato de luminol a una mancha de luz que
es detectado sobre una pelicula fotosensible;
de esta manera se puede determinar el tamafio
de la proteina bajo estudio y se compara con
el control de tamafio conocido, el tamafio es
expresado en kDa. Una aplicacion particular
de este sistema es el analisis de isoformas
de proteinas usando Western blot en dos
dimensiones (2D-WB) como el mostrado en la
Figura 3A, en la cual tejidos de pacientes con EA
se han solubilizado para mostrar
que proteinas sinapticas tienen
diferentes isoformas de acuerdo
con el genotipo de APOE.

5.3. 2D-DIGE (2D - difference
gel electrophoresis)

Es una variacion de la técnica
clasica de electroforesis en gel,
en la cual se utiliza un gel de
poliacrilamida en el que se separan
mezclas de proteinas mediante el
uso de dos campos eléctricos
aplicados sucesivamente de
manera perpendicular*®. La
masa y la carga de las proteinas
se emplean como factores de
separacion. Las moléculas se
mueven a diferentes velocidades
y producen diversas manchas
que muestran un patrén de
migracion caracteristico de cada
proteina. Para el proceso de
identificacién de las proteinas se
usa espectrometria de masas,
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como se explica en la siguiente secciéon. En
DIGE, las muestras de proteinas son marcadas
covalentemente con marcadores fluorescentes
(Cy2, Cy3, Cy5) antes de la electroforesis.
Después de ésta, el gel es escaneado usando
frecuencias laser de diferentes longitudes de
onda, lo que permite identificar variaciones en las
cantidades relativas de las proteinas y observar
discrepancias entre la muestra en estudio y una
muestra de control. Una ventaja adicional de
esta técnica es que las muestras en estudio y
de control son sembradas en el mismo gel, lo
que elimina las variaciones inter-gel y reduce el
tiempo de experimentacién (Figura 3B).

5.4. MS — Mass spectrometry
(espectrometria de masas)

La MS es una herramienta analitica que sirve
para medir la masa molecular de una muestra
de forma precisa; con esta técnica es posible
medir cambios en la masa de una molécula
del orden de un aminoacido en una secuencia

A

B

Figura 3. A. Identificacion por Western blot de la expresion
diferencial de proteinas sinapticas en controles sanos
ApoE3/3, en cerebros con este mismo genotipo pero con EAy
en cerebros ApoE4/4 con EA. B. Fragmento de un gel 2D-DIGE
tipico. En los recuadros se observa la marcacion diferencial
de ApoE3 con Cy3 (verde) y ApoE4 con Cy5 (rojo). Las
proteinas analizadas corresponden a extractos mitocondriales
del cerebro de ratones transgénicos que expresan la proteina
ApoE humana.
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de una proteina. En proteémica, la MS es
empleada para identificar y analizar proteinas y
péptidos; verificar la localizacion de aminoacidos;
detectar modificaciones postransduccionales;
calcular el numero de puentes de disulfuro;
monitorear reacciones enzimaticas y formacién
de complejos de proteinas—ligando y determinar
estructuras macromoleculares, entre otras
aplicaciones*44%,

En la MS, la muestra que se analiza es
introducida en una fuente de ionizacién. La
muestra es ionizada para que los iones puedan
viajar a través de un espacio al vacio hasta
un detector en el que son identificados y
cuantificados (Figura 4). La ionizacién puede
ser alcanzada usando varios métodos. (Para
una discusion detallada de MS véase Parker
et al.*). Los iones son detectados de acuerdo
con su relacion masa/carga (m/z). Para este
analisis, los instrumentos disponibles utilizan
cuadrupolos, analizadores de tiempo de vuelo
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(TOF, por sus iniciales en inglés Time Of
Fligth), sectores magnéticos y trampas de iones
cuadrupolos combinada con transformada de
Fourier. Los detectores monitorean la corriente
de iones, la amplifican y la transmiten a un
sistema de datos donde es registrada en forma
de espectro de masas. Los valores m/z son
graficados contra sus intensidades para mostrar
el numero de componentes, la masa molecular
y la abundancia relativa de cada componente
en la muestra.

La MS-MALDI (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) es apropiada para masas
moleculares altas como proteinas, péptidos,
glicoproteinas, oligosacaridos y oligonucleétidos.
La exactitud del método es de aproximadamente
0.001% por cada 40.000 Da. Como su nombre
lo indica, en MS—MALDI, la ionizacion se logra
utilizando un laser para bombardear la muestra
(Figura 4). La muestra se mezcla previamente
con un compuesto matriz para lograr que los
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Figura 4. Esquema de la Espectrometria de Masas en la que se muestran las fases de ionizacion
usando Electrospray (como en ESI, Electrosprayionization) o Laser (como en MALDI, Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization), fragmentacién, separacion y deteccion.
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péptidos o moléculas de interés vuelen de la
fuente al detector y su peso molecular pueda
ser determinado por el tiempo de vuelo. La
composicion de la matrizdepende de la ionizacién
que se quiera lograr (positiva para proteinas y
péptidos o negativa para oligonucleétidos y
oligosacaridos). La matriz convierte la energia
del laser en energia de excitacion que ioniza la
muestra que se encuentra en la superficie de la
mezcla y, al mismo tiempo, atenda la energia
directa para evitar la descomposicion de la
muestra. Los analizadores de TOF separan
los iones de acuerdo con la relacién m/z, y se
mide el tiempo que toma el i6n en viajar hasta
el detector.

Cuando se va a identificar una proteina
con MS utilizando un método conocido como
“bottom-up”, ésta debe pasar por una digestion
enzimatica. La mezcla digerida es analizada
con el espectrometro de masas para producir

ARTICULO DE REVISION

un espectro complejo a partir de los pesos
moleculares de los fragmentos proteoliticos
que puedan ser leidos. Este espectro, con la
informacion de los pesos moleculares, es lo que
se conoce como un mapa del péptido que es
comparado con una base de datos de proteinas;
si la proteina existe en esta base de datos, este
mapa es suficiente para la identificacion*.

5.5. ITRAQ - Isobaric tag for relative and
absolute quantitation

La marcacion isobarica para cuantificaciéon
absoluta y relativa es una técnica de multiplexado
que permite la marcacion de cuatro a ocho
muestras de proteinas para analisis en forma
simultanea (Figura 5).

En esta técnica, se introducen isétopos
peptidicos estables empleando reactivos iTRAQ
en los péptidos que resultan de la protedlisis.
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Figura 5. Diagrama del proceso de iTRAQ en el que se muestran los procesos de desnaturalizacion y
digestion de la muestra, la fase de marcado y la cuantificacion e identificacion de péptidos y proteinas

usando MS.
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La tecnologia iTRAQ usa un derivado del éster
NHS (N-hidroxisuccimida) para modificar grupos
amino primarios y crean enlaces entre grupos de
balance de masas (grupos carbonilo) y un grupo
reportero (basado en N-metilpiperazina) con
péptidos proteoliticos por medio de la formacién
de un enlace amida. Debido al disefio de masas
isobaricas de los reactivos iTRAQ, los péptidos
marcados diferencialmente aparecen como un
pico unico en la espectrometria de masas y
se reduce el riesgo de superposicion de picos.
Cuando los péptidos con marcacion iTRAQ son
sometidos a analisis con MS, la fraccidén carbonilo
es liberada como un fragmento neutro y se liberan
los iones reporteros marcados con isétopos.
Este analisis provee informacion cuantitativa

Perfil

Corte de tejido congelado
en el Criostato

relacionada con la cantidad de expresién de
las proteinas. La digestion enzimatica, previa
a la marcacién iTRAQ, aumenta la complejidad
de la muestra. Para que la determinacién de
las proteinas sea confiable se requiere un
fraccionamiento multidimensional antes de la
identificacion con espectrometria de masas®.

5.6. MSI — Imagenes moleculares de tejidos
usando MS

Esta metodologia usa el poder de MS-MALDI
para crear una imagen molecular de un tejido,
mediante el mapeo de proteinas detectadas por
MS sobre la imagen éptica del tejido (Figura
6)*.
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Figura 6. Esquema del uso de Espectrometria de Masas (MS) para la obtencion de imagenes
moleculares. El inserto de la parte inferior derecha muestra imagenes moleculares obtenidas con
MS realizada sobre cortes de cerebro de ratdn. La diferencia de colores corresponde a grupos de
proteinas que se localizan en zonas especificas del cerebro.
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5.7. Bioinformatica

Existe gran cantidad de herramientas
informaticas para facilitar el analisis y la
correlacién de datos. El hecho de que el
genoma humano posea unicamente cuatro
nucledtidos, que se repiten y se combinan de
diferentes formas, ha permitido el desarrollo
de algoritmos para traducir la informacion del
genoma en informacién de secuencias de
proteinas que pueden ser comparadas “intra-
o inter-especies” para determinar variaciones
estructurales, predecir la estructura tridimensional
o cruzar grandes bases de datos para analizar
resultados y confirmar hipoétesis o disefar
nuevos experimentos.

Nuestro grupo ha desarrollado varias
aplicaciones de software para consultar los
parametros de las proteinas que se han
identificado en el hipocampo y en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con EA en
multiples bases de datos. Estas bases de
datos incluyen iHOP (http://www.ihop-net.
org/UniPub/iHOP/4748), EMBL (http://www.ebi.
ac.uk/embl/*®), KEGG (http://www.genome.jp/
kegg/®®), PDB (http://www.pdb.org/pdb/home/
home.do®'), BioGRID(http://thebiogrid.org/?>%3)
y Gene Ontology (http://www.geneontology.
org/**). La informacion obtenida a partir de
estas bases de datos permite estudiar las
secuencias de aminoacidos y analizar la
estructura tridimensional de las proteinas (como
las mostradas en la Figura 1). Estas imagenes
se producen mediante modelacion molecular
usando Molviewer (Matlab™). Ademas, se
puede hacer alineacion de secuencias (Figura 2)
para lo que se usa Multialign viewer (Matlab™).
Esto permite identificar variaciones en el numero
0 en la posicién de aminoacidos de diferentes
isoformas de una proteina®.

De igual manera, también se puede determinar
la parte del ciclo celular y la regién de la célula
donde se desarrolla la funcion de cierta proteina y
determinar las coincidencias dentro de un listado
de proteinas para una funcién en particular. Por
ejemplo, de acuerdo con el listado de proteinas
identificadas por nuestro grupo en el hipocampo,
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mediante las técnicas referidas anteriormente??,
usando una aplicacién de software desarrollada
por el Systems-Proteomics Center Facility en
Matlab, encontramos en Gene Ontology que APP
comparte con PSEN1 la anotacion ‘G0:0009986°
que las relaciona con funciones que se ejercen
en la parte externa de la membrana celular y
que PSEN1 y PSEN2 comparten la anotacién
‘G0:0016485' que las asocia con un proceso
biolégico relacionado con modificaciones
postransduccionales de proteinas que puede
corresponder a ruptura de enlaces peptidicos
y que se presenta en proteinas secretoras o de
membrana (Figura 7).

Estos hallazgos, a través de herramientas
computacionales, sirven para la planificaciéon
de experimentos en los que se pueden crear
modelos animales manipulados genéticamente
para obtener la sobreexpresion o inhibicion de
una o varias proteinas y observar los efectos
deletéreos que propician la aparicién de cambios
patoldgicos en los tejidos estudiados.

Lainformacion obtenida en las bases de datos
sirve también para la creacion de redes de
interaccion de proteinas (Figura 8).

Aunque existen varias aplicaciones de libre
acceso o licenciadas para estas tareas, la
aplicacion que hemos desarrollado para este
propésito tiene la posibilidad de crear redes
de interaccion tridimensionales que facilitan
su visualizacién y analisis y cruza informacién
procedente de varias fuentes en forma
simultanea. La aplicacion genera documentos
*.doc que sirven como fuente de consulta sin
necesidad de volver a navegar en los sitios
WEB de las bases de datos mencionadas, lo
gue permite analisis posteriores®.

6. DISCUSION

La EA es un problema vigente. Sin lugar a
dudas, la deteccion oportuna y el control de
factores de riesgo como los trastornos en el
metabolismo del colesterol, la glucemia y la
presion arterial, tienen un papel clave en impedir
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Figura 7. Mapa de anotaciones en Gene Ontology para grupo de proteinas identificadas en el
hipotalamo de seres humanos con EA que aparece a la izquierda. Los contornos azules corresponden
alas anotaciones para cada proteina, los circulos rojos y las lineas verdes sefialan grupos de proteinas
que coinciden en la anotacion que aparece en la figura. La imagen fue obtenida con un programa
desarrollado por el Systems-Proteomics Center en entorno Matlab®.
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Figura 8. Grafica de una Red de Interaccién de Proteinas realizada utilizando Ingenuity Pathway
Analizer (http://www.ingenuity.com/). Las proteinas de color rojo son aquellas que, segun reportes de
la literatura, han sido identificadas dentro de la patogenia de la EA. Las proteinas de color azul son
proteinas identificadas por nuestro grupo y que se expresan diferencialmente en el hipotalamo de
pacientes con EA comparadas con cerebros de controles normales. La proteina mostrada en color
verde es Mortalina, la cual fue descubierta por nuestro grupo como una molécula que potencialmente
interactia con ApoE, lo que resulta en funcionamiento aberrante de la mitocondria, con la consecuente
deficiencia en la respuesta al estrés oxidativo.
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que se presenten factores que desencadenan
la cascada de cambios neuropatolégicos. La
degeneracidén neuronal, una vez establecida,
es probable que sea irreversible ya que la
plasticidad neuronal se encuentra reducida
con la edad por deficiencia de los factores
neuroquimicos que la estimulan y por la
pérdida de conexiones sinapticas causada por
los eventos que se presentan en las neuronas
y en el espacio extracelular que brindan el
estimulo tréfico para su mantenimiento (actividad
eléctrica, disponibilidad de neurotransmisores,
facilitacion neuronal)®%8, Se ha caracterizado
la relacion directa que existe entre factores
genéticos como la presencia del alelo APOE4
y los cambios neuropatolégicos de la EA. Junto
con la deteccion y control de los factores de
riesgo es importante entonces la implementacion
de pruebas que puedan aplicarse en forma
sistematica para la deteccion de los cambios
cognitivos tempranos que preceden el desarrollo
de la enfermedad ya que la evidencia apunta
a que la clave es prevenir el deterioro de las
funciones neuronales.

Dénde se encuentra la conexién para el origen
y progresion de la EA, es una pregunta para la
que aun se busca y buscara soluciéon por mucho
tiempo. Del breve analisis incluido en el presente
articulo se vislumbran relaciones importantes
entre los factores de riesgo mencionados; se
requiere la realizacién de nuevos estudios
para ponderar de manera mas precisa el peso
relativo de cada uno de ellos, la participacion
de las proteinas mencionadas y su influencia
relativa en la sobreexpresion o supresion de
otras que tienen efectos benéficos o deletéreos
en el curso de la enfermedad. Mientras se logra
dilucidar esta cuestion, las recomendaciones
mas relevantes estan orientadas al control de
los factores de riesgo por parte de los pacientes
y a la aplicacion de pruebas para la deteccién
temprana del deterioro cognitivo por parte del
personal médico.
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