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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es la demencia mas comun en el adulto
mayor. Un evento clave en esta enfermedad es la formacion y depdésito
de agregados proteicos conocidos como amiloide en el cerebro de las
personas afectadas por este mal. En este articulo describo nuestros
recientes esfuerzos por entender las bases moleculares de la formacién
de amiloide y la utilizacién de este conocimiento bésico para el disefio
de una nueva estrategia terapéutica. Nuestros resultados sugieren que
el paso clave en el depdsito del amiloide es el cambio en la conforma-
cion de un péptido de 40 aminoé&cidos que, al adoptar una estructura
patoldgica, se convierte en neurotéxico e induce la muerte neuronal.
Para evitar y revertir esta alteracién conformacional, hemos disefiado
unos péptidos pequefios, que llamamos péptidos anti-hoja-p. Estos son
capaces de inhibir la formacion de amiloide y de disolver fibras pre-for-
madas en un tubo de ensayo y en el cerebro de animales de experi-
mentacion. También son capaces de prevenir la muerte celular inducida
por el amiloide en ensayos realizados en neuronas humanas en cultivo.
Nuestros resultados abren un promisorio camino para el desarrollo de
un tratamiento que podria ayudar a detener la degeneracion cerebral
observada en los enfermos afectados por Alzheimer.

ABSTRACT

Alzheimer’s disease is the most common cause of dementia in late-life.
A hallmark event in this disease is the formation and deposition of protein
aggregates named amyloid in the brain of people affect by this disorder.
In this paper, | describe our recent efforts to understand the molecular
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basis of amyloid formation and the use of this knowledge for the design
of a novel therapeutic approach. Our results suggest that the critical step
in amyloid deposition is the conformational change of a 40-residue pep-
tide, which is neurotoxic when adopting a pathological structure. To pre-
vent and revert this conformational change, we have designed small
peptides called anti-B-sheet peptides, which inhibit amyloid formation
and dissolve preformed fibrils in the test tube and in animal model
brains. Furthermore, these peptides prevent cell death induced by amy-
loid in human neuronal culture assays. Our findings open a promising
way for the generation of a treatment aimed at stopping the progression
of neurodegeneration in Alzheimer’s disease.

El incremento de |las expectativas de vida ocurrido en este siglo, debido
principadmente a la curacion de enfermedades infecciosas, ha aumentado la
proporcién de individuos de la poblacion que presentan enfermedades de
ocurrencia en etapas tardias de la vida. Por otra parte, ha quedado claro en las
décadas pasadas que la base patolégica de la demencia senil comin no
corresponde a una arterioesclerosis cerebral, sino mas bien a una progresiva
degeneracion neurond, similar ala descritainiciamente por Alois Alzheimer en
1907. Surge entonces la enfermedad de Alzheimer (EA), no sdlo como la
demencia progresiva mas frecuente de la tercera edad, sino que se convierte en
uno de los principales problemas de salud publica en  mundo.

Se estima que aproximadamente un 10% de los individuos de 65 afios
padecen de algun grado de enfermedad de Alzheimer. Esta cifra incrementa
paulatinamente con la edad, acanzando un vaor cercano d 50% para la poblacién
mundia mayor de 85 afios. EIl mal de Alzheimer se presenta preferentemente
(90%) en laforma conocida como esporadica, vae decir 1os pacientes no tienen
antecedentes familiares de laenfermedad y d parecer no hay una modificacion del
materia genético que searesponsable de la manifestacion de ella. Por su parte, la
forma hereditaria se presenta aproximadamente en un 10% de los casos, se
manifiesta en edades mas tempranas que la EA esporéadicay los sintomas clinicos
SON Mas Severos.

Cuadro clinico y diagnostico de la EA

El sintoma més tipico de la enfermedad de Alzheimer es la pérdida
progresivade la memoria de corto acance, vale decir las personas olvidan cosas
gue han vivido recientemente; la personalidad y e caracter tienden a modificarse,
los pacientes suelen ponerse muy irritables, presentando una gran agitacién, con
ganas de discutir y cuestionar todo, descuidando su apariencia externa. A medida
gue la enfermedad avanza, los pacientes presentan problemas a nivel de la
memoria de larga duracion y e pensamiento abstracto. En las etapas més
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avanzadas de la enfermedad los pacientes se vuelven confusos y pierden la
orientacién en e tiempo, en la fecha en que se encuentran, en ubicar € lugar
donde viven, en € reconocimiento de familiares, etc. La persona degja de
conversar, presenta cambios frecuentes en su estado animico, sufre de
incontinencia y en casos extremos es incapaz de cuidarse por S mismo,
terminando finalmente en la postracion extrema.

El diagndstico de la EA se redliza habituamente evaluando € cuadro
clinico y descartando otras causas de demencia. De esta forma se tiene un 80 a
90% de probabilidad de efectuar un diagndstico adecuado, e cual solo se
confirmamediante € estudio neuropatolégico del cerebro unavez que € paciente
ha fallecido. Un método certero de diagnéstico en vida podria ser una biopsia
cerebral, procedimiento que, en general, no se redliza por los riesgos que
involucra. En los dltimos afios se ha intentado ayudar a diagndstico mediante €
uso de diversas técnicas que permiten obtener imagenes del cerebro y también a
través de laidentificacion de marcadores biogquimicos (es decir sustancias cuyos
niveles se encuentren alterados en |as personas enfermas) en liquidos biol gicos
como € plasma o d liquido cefalorraquideo. Sin embargo, hasta ahora estos
métodos solo ayudan en parte a descartar otras causas de demencia y €
diagndstico se basa fundamentalmente en la evaluacion clinica

Las manifestaciones clinicas son € resultado de una serie de cambios en
el cerebro de las personas que sufren de EA. Es caracteristico en € tegjido cerebral
de los pacientes |a degeneraci dn de neuronas localizadas en regiones del cerebro
gue guardan mayor relacion con lamemoria. La degeneracién neurona incluye
la muerte selectiva de algunas células nerviosas, la pérdida de sinapsis y la
disminucion en los niveles de ciertos neurotransmisores.

L as otras dteraciones neuropatol dgicas tipicas de la EA, son la presencia
de dos tipos de agregados proteicos conocidos como ovillos neurofibrilares y
placas seniles. Los ovillos neurofibrilares estdn compuestos por haces de
filamentos pareados de disposicién helicoidal, formados principal mente por una
proteinadd citoesgueleto, conocida como Tau, que se encuentra enriquecida en
grupos fosfato. Por su parte, las placas seniles estan compuestas en su periferia
por prolongaciones neuronaes (dendritas y axones) en degeneracion y en la parte
central por fibrillas de amiloide. El principal componente de las fibrillas de
amiloide es un filamento de 6 a 10 nm de longitud, compuesto de subunidades
idénticas de conformacién [-plegada, dispuestas en un ordenamiento anti-
paraelo.
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La formacion de amiloide posiblemente desencadena la EA.

En 1984, se pudo solubilizar por primera vez fibrillas de amiloide
obtenidas del cerebro de un paciente, pudiéndose separar € amiloide, € cua se
identificé como un pequefio péptido hidrofébico de 40 aminoacidos, que fue
llamado péptido betaamiloide o BA. Por medio de técnicas de ingenieria genética,
fue posible luego aidar €l trozo de materia genético que contenia la informacion
parae péptido A, pudiéndose determinar que este péptido estaba codificado en
el brazo largo del cromosomahumano N° 21 formando parte de una proteina més
grande, conocida como la proteina precursora del amiloide (PPA).

Existen varias evidencias que sugieren fuertemente que € depdsito del
péptido PA esd evento central que desencadena el proceso de la EA. Entre estas
evidencias, se puede sefidlar € hecho de que agunos de los individuos que
desarrollan EA de tipo hereditaria, presentan mutaciones en e gen que codifica
parala PPA, localizado en e cromosoma 21. Ademas, se ha encontrado que las
personas gue presentan el Sindrome de Down o mongolismo, caracterizado por
laexistencia de 3 copias del cromosoma 21, presentan EA en préacticamente un
100% de los casos y a una edad mucho menor gque las personas normales. Esto
sugiere que un mayor numero de copias del gen de la PPA seriaresponsable de
latemprana gparicion de la enfermedad. Por otra parte, estudios en personas con
dtas poshilidades de presentar la EA, ya sea por tener antecedentes familiares o
padecer dd Sindrome de Down, han determinado que la primera sefid de la
enfermedad es la aparicion de depositos del péptido BA en la corteza cerebral.
Findmente, se ha descrito la creacion de modelos animales de la EA, que se han
producido sobreexpresando e gen humano de la PPA aterado con mutaciones
asociadas ala EA hereditaria. Estos animales desarrollan tipicas placas amiloides
en el cerebro, las cualesinducen dafio neurona 'y ateraciones conductuales.

Hace unos afos se descubri6 que BA, ademas de encontrarse en forma de
agregados fibrilares en los depodsitos de amiloide, esta también norma mente
circulando en una forma soluble en e plasma y liquido cefaorraquideo de
individuos normales y afectados por EA. Considerando que BA es un producto
norma del metabolismo celular, producido en muchos tipos celulares distintos,
una de las preguntas fundamentales en la biologia basica de la EA es: Cud es€
mecanismo, y qué factores determinan que un péptido, que normalmente se
encuentra en forma soluble, Ilegue a adoptar una forma fibrilar que resulta ser
toxica para las neuronas?

Congderando laimportanciadel amiloide en laEA, muchos grupos se han
dedicado a disefio de estrategias para inhibir la formacién de depdésitos
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amiloidogénicos. Existen varios pasos en los que se podria intervenir para
bloquear e efecto negativo del amiloide sobre e cerebro (Figura 1): (1) Inhibir
laexpreson del gen que codifica parala PPA; (2) Disminuir €l procesamiento de
laPPA quedaorigen apA; (3) Bloquear laformacion y depdsito de amiloide; (4)
Ayudar aladiminacion del amiloide del cerebroy (5) Prevenir € efecto toxico del
amiloide. Nuestro grupo se ha enfocado en lainvestigacion de las bases biofisicas
y moleculares de la formacién de amiloide con e objetivo de acumular
conocimiento suficiente para e disefio de estrategias para prevenir laformacion
de estos depositos.

Péptidos sintéticos que contienen la secuencia de BA han sido muy usados
para estudiar la formacion de amiloide in vitro, ya que a ser incubados en
condiciones apropiadas forman agregados semejantes a fibras amiloides,
exhibiendo las caracteristicas morfoldgicas y estructurales tipicas de dlas. Una
edtrategia que ha dado muchos resultados paralainvestigacion de laregion de A
que es mas importante en la formacion de amiloide, ha sido estudiar € efecto de
laintroduccidn de cambios en agunos aminoéci dos especificos en la secuencia de
BA. Utilizando esta técnica se ha descrito que @ reemplazo de aminoéacidos
hidrof ébicos por otros més hidrofilicos en la porcion central de BA (aminoécidos
17-21), disminuye latendencia del péptido resultante de dar origen aamiloide, lo
cud sugiere que laagregacion de BA es, al menos parcia mente, determinada por
interacciones de tipo hidrofébicas, es decir por latendenciadel péptido de estar
Igos del contacto con € agua. Laformacion de amiloide es también dependiente
de las condiciones ambientales. Asi por g emplo, se ha demostrado que € pH
(acidez) de la solucion determina la velocidad de formacion de amiloide. Es
importante destacar que en estos experimentos se observé una relacion directa
entre la modificacién de la conformacion de BA en solucién y su habilidad para
formar amiloide.

La formacién de amiloide es determinada por la conformacién de
BA.

El péptido PA consiste de al menos dos secciones con diferentes
propiedades. un fragmento hidrofobico que se estructura ordenadamente como
lo que se conoce como hoja-f Y un segmento cuya composicidn permite que, ya
sea se mantenga en forma desordenada, 0 se estructure como hoja-3. Nuestra
hipdtesis de trabajo era que la estructura adoptada por este Ultimo fragmento de
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BA determinaba las propiedades de agregacion del péptido. Para evaluar esta
hipdtesis analizamos en forma comparativa € efecto de sustituciones puntuales
de aminoéacidos en esta region sobre la estructura del péptido y su capacidad de
formacion de amiloide. Con & objetivo de producir un cambio relativo en la
tendencia de PA para ordenarse 0 desordenarse, se disefié en forma tedrica
mutaciones que no produjeran cambios significativos en las propiedades idnicas
o hidrofébicas de A, pero que indujeran un cambio detectable de la tendencia de
BA para adoptar la conformacion hoja-p. Un péptido sintético homdlogo a la
secuencia 1-40 de BA que contienen una Unica sustitucion (del aminoécido
‘valind en posicion 18 por ‘aanina), mostré un descenso importante en su
tendencia a adoptar estructura hoja-p en comparacién a péptido sin
modificaciones. Este cambio en laestructura se correlaciona con una disminucion
notable en la habilidad del péptido modificado de dar origen a fibras de amiloide.

gen de la APP
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Otra substitucién aminoacidica que se estudi6 fue d cambio del aminoacido ‘ &cido
glutamico’ en posicion 22 por ‘glutamina . Esta mutacion esta presente en los
individuos que padecen una enfermedad relacionada a mal de Alzheimer conocida
como hemorragia cerebral con amiloidosis del tipo Dutch. Un péptido homdlogo
a A que contiene esta substitucion forma mucho mayor cantidad, y en forma més
répida, de fibrillas de amiloide que € péptido norma (sin modificaciones), y
presenta un mayor porcentgje de estructura hoja-3. Estos resultados sugieren que
latrangcion conformacional entre la estructura desordenada y la ordenada como
hoja-p modula la formacion de amiloide, dando origen a dos especies
conformacionales en solucion: una capaz y la otra incapaz de formar fibras
amiloides. Esta hipétesis predice que BA se encontraria norma mente como una
mezcla de ambas poblaciones. Esta idea se comprobd mediante la separacion de
ambias especies gprovechandose de sus diferencias en la habilidad para agregarse.
Se vio que ambas poblaciones presentan idéntica secuencia de aminoéacidos, pero
mientras una de ellas tenia una estructura desordenada la otra se ordenaba en
forma de hoja-3. Estos resultados nos permiten proponer que la secuencia de
aminoécidos de BA posibilita la adopcion de dos estados conformacionales
aternativos y que la forma soluble de BA que normamente se encuentra
circulando en plasmay liquido cefaorraquideo humano corresponde a la del
péptido con estructura desordenada, que podria de esta manera ser considerado
como laforma norma (no toxica) de BA. Por otro lado, €l estado ordenado en
hoja-} serialaforma patoldgicade BA que da origen alos depositos téxicos de
amiloide en € cerebro (Figura 2). En este escenario es posible especular que la
EA podria pertenecer a un grupo recientemente reconocido de desordenes en los
cuaes € evento central es la dteracion en la conformacién de proteinas.
Abundante evidencia acumulada en los Ultimos afios sugiere que en otra
enfermedad relacionada con amiloidosis (la enfermedad "de las vacas locas' o
encefalopatia espongioforme bovina), € agente infeccioso seria solamente una
proteina conocida como "pridn”. Esta también se caracteriza por adoptar dos
estados conformacionales aternativos, sblo uno de los cuales esta asociado con
el desarrollo de la enfermedad. Laforma "normal" se caracteriza por presentar
principalmente una estructura de o-hélice, mientras que la forma patoldgica
presenta un grado considerablemente mayor de estructura hoja-p3 y aparentemente
posee |la habilidad de convertir la conformacion normal en la patolégica. De esta
manera, es posible que una caracteristica comun a todas las enfermedades
relacionadas con la formacion de amiloide sea que los péptidos o proteinas que
se depositan en las placas amiloides poseen la habilidad de adoptar dos estados
conformacionaes. uno fisiolégico incapaz de formar amiloide y € otro patol égico
capaz de formar fibras y asociado con el desarrollo de la enfermedad.
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Afnac: Conformacion no-amiloidegenica ABac: Conformacion amiloidogenica

—

Cerebro normal Atrofia cerebral tipica de EA

Fibras de amiloide

Figura2

Péptidos anti-hoja-B: una posible estrategia terapéutica para el mal
de Alzheimer y desdérdenes relacionados a la conformacién de
proteinas.

Como se discutio anteriormente la evidencia existente indica que la
formacion de amiloide estaria modulada por al menos dos propi edades intrinsecas
de la proteina amiloidogénica: un ato grado de hidrofobicidad y la tendencia a
adoptar una estructura de hoja-f. La hidrofobicidad seria importante para
provocar la agregacion de la proteina, debido ala necesidad de los fragmentos
hidrofdbicos a permanecer Igos dd agua. Por su parte, la conformacidn en hoja-3
eslo que daria alos agregados formados |la morfologia fibrilar y sus propiedades
toxicas. Nuestraidea fue separar estas dos propiedades en un péptido similar en
composicion e hidrofobicidad a A, pero con una tendencia nula a adoptar
estructura de hoja-3, gracias ala insercion de aminoécidos que desfavorecen la
formacion de esta estructura. A estos péptidos |os [lamamos péptidos anti-hoja-3.
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Para disefiar 1os péptidos anti-hoja- nos enfocamos en e fragmento de
aminoé&cidos en posiciones 17 a 21 de PA, debido a que multiples evidencias
sugieren que este fragmento juega un papd fundamental en lainteraccion entre
moléculas de BA, la conformacion del péptido en solucidn y la formacion de
amiloide. Con € objetivo de disminuir latendencia dd péptido aformar parte de
estructuras en hoja-3, introdujimos de 1 a3 aminoéacidos ‘prolina . La‘prolina
es el aminoécido que existe con menos frecuencia en regiones de hoja-p. La
sugtitucion de prolinas por otro aminoécido es un cambio que esta frecuentemente
asociado con € origen hereditario de enfermedades relacionadas con la formacion
de amiloide. Siguiendo estos principios disefiamos un conjunto de péptidos anti-
hoja- y probamos su actividad inhibidora de formacion de amiloide en ensayos
invitro, en cultivos celulares y en modelos animales.

Péptidos anti-hoja-3 de 11, 7 y 5 aminoéacidos de largo resultaron ser los
mas efectivos en los estudios en tubo de ensayo. En efecto, estos péptidos se
unieron con dtaafinidad aBA einhibieron eficazmente la formacion de amiloide
invitro. Ademés | os péptidos inhibidores fueron capaces de desensamblar fibras
de amiloide previamente formadas en el tubo de ensayo (Figura 3A). Como se
establecié anteriormente, agregados fibrilares de BA inducen muerte celular en
cultivos neuronaes humanos. Cuando BA fue aplicado a cultivos celulares en
presencia del péptido anti-hoja-p de 5 amino&cidos (iAB5), las céulas
practicamente no fueron afectadas (Figura 3B), sugiriendo que € inhibidor
previene laformacidn del estado neurotoxico de BA. Finalmente, con el objetivo
de probar € efecto de péptidos anti-hoja- en €l deposito cerebral de amiloide,
desarrollamos un model o animal mediante inyeccion directa de BA en e cerebro.
Andisisdd tgido cerebra de ratas después de 8 dias de lainyeccién, mostré que
en € lugar en que & péptido fue inyectado se formaron depdsitos de amiloide que
exhibian las caracteristicas morfolégicas y biogquimicas tipicas del amiloide. En
todas las ratas tratadas solamente con BA se observo la formacion de depositos
de amiloide, mientras que en ninguna de agquellas en las cuaes se inyectd fA
conjuntamente con € péptido anti-hoja- de 5 aminoécidos se observo formacion
de amiloide (Figura 3C). Esto se puede concluir del andlisis histoquimico del
cerebro con colorantes que tifien especificamente el amiloide y también através
dd estudio estructural de los agregados peptidicos mediante microscopia
electronica. Cuando € tgjido cerebral fue analizado con agentes que reconocen
especificamente A (anticuerpos), se observo un alto nivel de A en e cerebro
de los animales inyectados con PA, mientras que esta tincién fue
gproximadamente 50% menor en las ratas tratadas con € péptido inhibidor. Esto
indica que a pesar de que BA no forma amiloide en € cerebro en presencia del
péptido anti-hoja-, es todavia capaz de dar origen a agregados amorfos. Es
importante destacar que este tipo de agregados amorfos de BA se encuentran
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presentes en e cerebro de personas normales de edad avanzada y son por |o tanto
considerados no toéxicos. Experimentos en los cuales e péptido inhibidor fue
inyectado varios dias después de que € amiloide se habia depositado en €l cerebro
de las ratas mostraron que €l péptido anti-hoja-p fue capaz de disolver
parcialmente los depdsitos, 1o cua también resulto en lareversion de alteraciones
cerebrales como dario neuronal y activacion de microglias.
A
Ensayos in vitro

i ]

‘.. | ° Floras + AR5
B

Ensayos en celulas en cultive

.
4
¥

Ratas inyectadas
con AR

Ratas inyectadas
con Ak + jARKS

Microscopia
Electrénica

Rojo Congo Tioflavina &

Figura 3: Estudios de la inhibicion de la formacion de amiloide v propiedades neurotos icas
por un peptido anti-f-conformacion de 5 amincacidos. Los ensayos in vitro fueron hechos

a traves de microscopia electromica, la viabilidad celular fue estudiada en neuronas humanas
en cultive por medio de un metedo de tincion gue distingue entre las células vivas {(verdes)
de las células muertas {naranjas). Los ensavos in vivos fueron hechas después de
microanyectar AG en el cerebro de ratas
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El conjunto de estos resultados sugiere que péptidos anti-hoja-3 o sus
derivados quimicos podrian ser (tiles para inhibir y disolver la formacion de
amiloide y de esta manera representan una nueva posibilidad de tratamiento
terapéutico parala EA. Recientemente hemos intentado expandir los principios
que dieron origen a la generacién de los péptidos anti-hoja-p a otras
enfermedades relacionadas ala conformacion de proteinas. Para ello elegimos las
enfermedades debidas a las dteraciones estructurales de la proteina prion.
Diversos resultados in vitro, en cdulas en cultivo y en modelos animales nos
permiten concluir que péptidos anti-hoja-p disefiados de acuerdo ala secuencia
de la proteina pridnica son capaces de inhibir y revertir los cambios
conformacionaes de laproteinay d desarrollo de la enfermedad. Estos resultados
sumados a los obtenidos en la EA sugieren que los principios para generar
péptidos anti-hoja-p podrian ser aplicados a tratamiento terapéutico de una
variedad de enfermedades en las cuaes cambios en la conformacién de proteinas
juegan un papel clave en € proceso patol dgico.

Glosario

Amiloide: Agregados proteicos que adoptan una estructura muy caracteristicay se depositan en
diversos 6rganos, produciendo muerte celular, dafio en los tejidos y malfuncionamiento del 6rgano.
En el caso delaEA, e amiloide se depositaen e cerebro y produce demencia.

Aminoécidos: Unidades que componen las proteinas y péptidos. Existen 20 tipos diferentes de
aminoé&cidos que a entrelazarse en una cadena peptidica dan origen a una gran diversidad de
posibles combinaciones lineales.

Andlisis histoquimico: Estudios estructuralesy morfol 4gicos de tejidos.

Citoesqueleto: Estructuramolecular intracelular que le dalaformay otras propiedades alas células.
Estructura o conformacion: Formatridimensional que adopta una proteinaal plegarse.
Hidrofdbico: Que por sus propiedades o composicion no se favorece € contacto con e agua. En
proteinas y péptidos, esto implica que las moléculas se pliegan y ordenan de manera de dejar
expuestos al agua los aminoacidos mas hidrofilicos y escondidos aquellos que son hidrofébicos.
Hidrofilico: Opuesto a concepto de hidrofdbico.

Hoja-B: Denota una de los tipos de estructura que se encuentra frecuentemente en las proteinas.
Modelo animal: animal experimental que se somete a algin procedimiento (inyeccion de alguna
droga, mutaciones genéticas, etc) parainducir la enfermedad que se estudia, o un cuadro 1o méas
parecido posible a ella. Asi, estos animales pueden ser estudiados como un “modelo” de la

enfermedad de interés.

Péptido: Proteinas pequefias, normal mente compuesta de no mas de 60 aminoécidos.
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Sinapsis: Contacto quimico entre dos neuronas.
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Punteros de interés

Alzheimer's Association and Reagan Ingtitute: http://www.alz.org/
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Alzheimer's research forum (un sitio con un gran nimero de punteros sobre €
tema): http://alzforum.tvisions.com:8000/public/layperson_sites.html
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