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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La activacion glutamatérgica de los receptores de N-metil-D-aspartato extrasinapticos (eNMDARS)
por parte del péptido B-amiloide (AB) provoca una serie de procesos neurotoxicos directamente
relacionados con la etiopatogenia de la Enfermedad del Alzheimer (EA). Asi mismo la activacion
patolégica de estos receptores puede producir un aumento de la produccion de AB por induccion

del procesamiento amiloidogénico de la proteina precursora del amiloide (APP).
OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es la revisidon y discusién del papel de los receptores de NMDA
en la etiologia y progresién de la EA. Los objetivos parciales se focalizan en: i) la activacion de los
receptores de NMDA extrasindpticos por los oligbmeros del péptido AB; ii) la relacion entre
actividad neuronal y procesamiento del APP; iii) la relevancia de la interacciéon del AR con los
receptores nicotinicos de acetilcolina (AChRs), en concreto, el subtipo a7, presentes en distintos

centros encefalicos pero principalmente en el hipocampo, el centro formador de memoria.
RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por
pérdida de memoria progresiva que desemboca en una demencia y un compromiso de todas las
funciones cerebrales. La causa de este proceso neurodegenerativo es el aumento en la produccion
del péptido B-amiloide (AB), el cual tiende a agregar en pequefios oligdmeros que progresan a
fibras formando las placas seniles. Los oligdbmeros de AB (0AB) son los causantes de la disfuncion
sinaptica y muerte neuronal, principalmente en el hipocampo y en el neocortex. La unién del AR a
los receptores de NMDA extrasinapticos (eENMDARS) produce una desregulacién de la homeostasis
del calcio neuronal disparando excitotoxicidad, impidiendo los procesos fisiolégicos de formacion
de memoria. Esta unién también aumenta la produccion del propio AR al afectar a las enzimas que
cortan a la proteina precursora del amiloide (APP) e incluso promueve la sintesis de isoformas de
APP mas susceptibles de ser procesadas por la via amiloidogénica. Sin embargo la activacién de
los NMDARs sinapticos (SNMDARSs) induce neuroproteccion, haciendo a las neuronas mas
resistentes. En este trabajo se presenta y discute como las perturbaciones en el balance entre las

dos subpoblaciones de NMDARs contribuye al desarrollo de la EA.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer; péptido beta-amiloide (AB); receptores NMDA;

proteina precursora de amiloide (APP); calcio.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by progressive memory
loss that leads to dementia and commitment of all brain functions. The cause of this
neurodegenerative disease is the increased production of B-amyloid peptide (AR), which tends to
aggregate in small oligomers progressing to fibers, which form the senile plaques. AR oligomers
(0AB) cause synaptic dysfunction and neuronal death, particularly in the hippocampus and
neocortex. AR binding to extrasynaptic NMDA receptors (eNMDARS) causes a deregulation of
calcium homeostasis triggering neuronal excitotoxicity, preventing the physiological processes of
memory formation. This union also increases the production of AR itself by affecting enzymes that
cut the amyloid precursor protein (APP) and even promotes the synthesis of isoforms most likely to
be processed by the amyloidogenic pathway APP. However the activation of synaptic NMDARSs
(sNMDARS) induces neuroprotection, making the neurons more resistant. This paper presents and
discusses how disturbances in the balance between the two subpopulations of NMDARSs contributes
to the development of AD.

Keyword: Alzheimer’s disease; amyloid beta-peptide (AB); amyloid precursor protein (APP); NMDA

receptors; calcium.
ABREVIATURAS

AB, B-amiloide; ACh, acetilcolina; AChE, acetilcolin esterasa; AChT, ACh transferasa; ADAM, a
disitegrin and metalloproteinase; AICD, fragmento C-terminal intracelular del APP; AID, activity-
regulated inhibitors of death; AMPA, &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoazolepropionico; AMPc,
adenosin monofosfado ciclico; Apafl, apoptosi protease-activating factor-1; a7AChRs, receptores
nicotinicos de tipo a7; BACE1, B-secretasa; BDNF, neurotrofina brain derived neuronal factor;
CaMKIl, calmodulina quinasa 2; CREB, cAMP response element-binding protein; EA, Enfermedad
del Alzheimer; eNMDARs receptores de NMDA extrasinapticos; ERK1/2, sefial extracelular
regulada por la quinasa 1/2; fRMI, imagen de resonancia magnética funcional; GLT-1, transportador
de glutamato; GMPc, guanosin monofosfato ciclico; hnRNP, ribonucleoproteina nuclear
heterogénea; KPI, Kunitz protease inhibitor; LTD, depresiéon a largo plazo; LTM, region temporal
medial; LTP, potenciacion a largo plazo; mAChR, transporte de ACh en vesiculas; NFAT, factor
nuclear de activacion de células T; NFIA, factor nuclear | subtipo A; NFG, factor de crecimiento
neuronal; NMDAR, receptores de N-metil-D-aspartato; nNOS, NO sintasa neuronal; NO, Oxido
nitrico; NOs, Oxido nitrico sintetasa; oAp, oligdbmeros de AB; PET, tomografia por emision de
positrones; PKA, proteina quinasa A; PKC, proteina quinasa C; PKG, proteina quinasa G; PP2B,
proteina fosfatasa 2B; proNGF, precursor de NGF; PS-1, presenilina-1; sAPPa, fragmento soluble
de APP alpha; sAPP, fragmento soluble de APP beta SNMDARSs, receptores NMDARS sinapticos.
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1. Introduccién: La Enfermedad del Alzheimer

1.1. Caracteristicas

La enfermedad del Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa de mayor prevalencia en
los seres humanos. La EA se caracteriza por disfuncion sinaptica y pérdida neuronal selectiva, que
provocan el deterioro cognitivo progresivo®. Aunque la etiologia de la EA es desconocida, hay una
buena caracterizacion de las sefias de identidad de ésta: la deposicion extracelular del péptido B-
amiloide (AB) en forma de placas seniles y la acumulacion intracelular de agregados de proteina
tau hiperfosforilada en forma de ovillos neurofibrilares. Los ovillos neurofibrilares son comunes en
varios desordenes neurolégicos, pero sélo las placas de AB son caracteristicas en la EA, lo que le
hace protagonista de la demencia tipo EA. De hecho hay muchos estudios que demuestran que el
deterioro de la memoria esté fuertemente correlacionado con los niveles de oligémeros de AR (0AR)
en el hipocampo 2. El hecho de que sea el hipocampo el area que més gravemente se ve afectado
en los estados iniciales ha dirigido la atencion de una gran parte de estudios al papel de los

receptores de NMDA en la toxicidad amiloidea.

Sin embargo parece que de forma inicial la ruta que se encuentra primeramente afectada es la
colinérgica, donde se ha descrito que previamente a la formacién de placas existe neurotoxicidad,
cambios electrofisiolégicos y alteracion en la funcién cognitiva. Esto podria estar relacionado con la
posterior progresién del dafio hacia la ruta glutamatérgica hipocampal debido a que existen

entradas colinérgicas desde la corteza entorrinal hacia el hipocampo.
1.1.1. Ruta colinérgica

El prosencéfalo basal esta formado por estructuras como el septum medial y horizontal, la banda
diagonal de Broca y el nicleo basal de Meynert. Estas estructuras presentan las mayores
proyecciones hacia dianas corticales en el hipocampo y a lo largo del neocértex como seria la

amigdala o el ntcleo talamico **.

La acetilcolina (ACh) tiene un papel importante en el desarrollo y funcion cortical. A parte de tener
relevancia como neurotransmisor, puede actuar como morfégeno para modular y regular la
maduracioén celular y su diferenciacion en las dianas corticales. Ademas podria estar implicado en
la diferencia de comportamiento entre sexos (apoyando la teoria de que la ACh tiene un rol
importante en la modulacién cognitiva del comportamiento durante el desarrollo), produciendo un
dimorfismo sexual®. Ademas, la ACh aumenta la produccion de factores neurotréficos en el cerebro

y protege de la neurotoxicidad producida por el AB.

Existe abundante informacion sobre la existencia de un vinculo entre los receptores nicotinicos

cerebrales y los mecanismo patogénicos esenciales de la EA. El AB soluble se ve implicado en la



neurotransmision colinérgica, pudiendo explicar el déficit en el aprendizaje y memoria, antes de la
formacion de placas, ya que puede afectar directamente a los receptores nicotinicos de tipo a7
(a7AChRs), reduciendo la activacién nicotinica y disminuyendo la entrada de calcio. Puede actuar
como agonista o0 como antagonista (inhibidor) de estos receptores, dependiendo de la
concentracién en la que se encuentre®®. Se ha demostrado que la pérdida de estos receptores va

precedida a la acumulacion intracelular de A.

Por otra parte existen razones metabdlicas en el dafio colinérgico. En el envejecimiento normal hay
pérdida neuronal pero en la EA se produce de forma aguda y progresiva "®. Las neuronas del
prosencéfalo basal son muy vulnerables a agentes téxicos en comparacion con las células que se
encuentran en el estriado y el tronco cerebral, siendo la ruta colinérgica mas susceptible al dafio
por AB que la serotonérgica®. El envejecimiento altera la actividad metabdlica en las neuronas
colinérgicas y esto ocurre mucho méas pronunciado en el prosencéfalo basal®. Para la sintesis de
ACh se necesita acetil-CoA, que procede de la degradacién de la glucosa, y una deprivacion en el
aporte de glucosa por motivos vasculares o por impedimento de la glicélisis podria producir déficit
de acetil-CoA y por tanto de ACh.

También se ha propuesto que la degeneracion colinérgica puede ser debida a la reduccion de
agentes tréficos. El factor de crecimiento neuronal (NFG) estad implicado en la proteccién y el
mantenimiento de las neuronas colinérgicas. La mayoria de componentes funcionales y la
sefializacion de las células colinérgicas dependen del NGF. Una reduccién brusca en el transporte
retrogrado de NGF hace que las células colinérgicas sean incapaces de transportarlo, apareciendo
una reduccion de este factor. La administracion de NGF puede provocar efectos secundarios, pero
retarda el declive cognitivo®. EI NFG se une con alta afinidad a trkA y con baja afinidad a p75NTR,
receptores de neurotrofinas®. Las neuronas que contienen estos receptores, los cuales colocalizan
con la ACh transferasa (AChT), se encuentran significativamente reducidos en el nicleo basal de
Meynert en sujetos con EA en comparacion con sujetos sin deterioro cognitivo. Otros estudios
muestran una disminucion del receptor trkA en estos pacientes. El precursor de NGF (proNGF) se
encuentra incrementado en el cortex de pacientes de EA, ya que éste se acumula en presencia de
niveles reducidos de trkA en el cértex y con niveles altos de p75NTR, provocando un cambio
dramatico en el equilibrio entre supervivencia y muerte celular. También se ha descrito que si hay
una sobreexpresion de proNGF, se desregula la maduracion de NGF y consecuentemente hay un

aumento de la vulnerabilidad del sistema colinérgico.

Existen evidencias sobre los déficits severos de marcadores presinapticos colinérgicos en el cortex
cerebral en pacientes de etapas tempranas de EA'. Ademas, hay una correlacion entre la clinica
de la demencia y una reduccion de estos marcadores como la acetilcolina transferasa (AChT),

transporte de ACh en vesiculas (mAChR), la unién a nAChR segun los niveles de ACh''. Esto



sugiere que hay una asociacion entre la hipofuncion colinérgica con los déficits cognitivos,
dirigiéndolo a la formulacién de la teoria colinérgica®®*® de la disfuncién de la memoria en la
senescencia y en EA'. Esta teoria postula que hay una pérdida neuronal en el cerebro de los
pacientes, afectando especialmente a las neuronas colinérgicas del ndcleo basal de Meynert,

habiendo una disminucién de AChT, acetilcolin esterasa (AChE) y de receptores nicotinicos®.

La desconexion que existe entre el cértex glutamatérgico entorrinal y el hipocampo ocurre
tempranamente en la enfermedad. Esto relaciona la via colinérgica con la degeneracion

hipocampal y por tanto con la via glutamatérgicas .

Se realizé un estudio que relacionaba los cambios moleculares, estructurales y funcionales de la
EA. Lo primero que se observé fue que en estadios tempranos de la enfermedad se producia una
atrofia en la regién temporal medial (LTM), donde se encontraba una gran cantidad de proteina tau
hiperfosforilada. Por lo tanto, se considera que hay una coexistencia de la patologia y la atrofia de
esta region, ya que mediante imagenes de resonancia magnética funcional (fRMI) se observé un
hipermetabolismo en regiones temporo-parietales’®. En ese momento, se pensé que los patrones
metabolicos podian afectar en el desarrollo de la enfermedad, o bien los efectos metabdlicos en las
regiones corticales posteriores presentan consecuencias secundarias en la patologia del LTM, ya
gue las regiones corticales posteriores estan muy conectadas con este l6bulo, o que esas regiones
corticales estan directamente afectadas por la patologia resultando a una temprana atrofia'®.
Ademas, se mapearon las estructuras que presentaban una atrofia estructural y se observé que se
presentaba una atrofia marcada y acelerada en el LTM y en el precineus en estadios tempranos

de EA. A medida que progresa la enfermedad, la atrofia se extiende a regiones mas frontales™®.

Con la informacion recogida hemos elaborado un esquema de la ruta de progresion de la EA
(Figura 1).

Figural Corte sagital del cerebro. En
verde se observa la via colinérgica y la
posible ruta de progresién en la EA.
Marcado en amarillo tenemos al nucleo
basal de Meynert donde se inicia la
patologia y la progresion hacia el
precineus (en morado), corteza
cingulada (marrén), corteza retrosplenial
(en rojo), hipocampo (en azul) vy
amigdala (rosa).

-- Ruta colinérgica
-- Prectineus
-- Corteza cingulada
— Corteza retrosplenial
— Hipocampo
- Amigdala
Nucleo basal de Meynert



1.1.2. Anticolinesterasicos

La Unica estrategia farmacoterapéutica que ha demostrado cierta eficacia para mejorar la
sintomatologia de EA es la que se relaciona con evitar la degradacion de ACh, con el objetivo de
contrarrestar su déficit cerebral. Por lo tanto, aquellos farmacos que inhiben reversiblemente a la
acetilcolinesterasa (AChE) cerebral (como la tacrina, donepecilo, rivastigmina o galantamina) evitan
la degradacion de ACh en la hendidura sinaptica y facilitan los efectos del neurotransmisor, de esta

manera se mejora la cognicion®’.
1.2.Hipotesis de la cascada de amiloide

Aunque fenotipicamente es sabido que la enfermedad se inicia con el deterioro de la ruta
colinérgica y la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares, las causas moleculares de la
misma son controvertidas. La hipétesis de la cascada de amiloide sugiere que el péptido AR es el
responsable de esta enfermedad. El AR deriva del proceso proteolitico secuencial de la proteina
precursora de amiloide (APP) mediante la B- y y-secretasa'®. En individuos sanos, el AR se
produce mayoritariamente, mientras que el AB4, corresponde a una fraccion muy pequefia del total.
Se postula que una alteracion en el metabolismo de APP iniciaria la patologia de la EA con la
acumulacion y agregacion del AB, que proseguiria con una alteracion de las conexiones sinapticas
donde el protagonista seria especialmente AB;.4,, Ya que es la especie mas hidrofébica, por tanto

mas fibrilogénica, y con mayores efectos toxicos en neuronas™®?°2*,

Se han descrito multitud de efectos de los agregados de AR como mecanismos de neurotoxicidad,
estos incluyen la produccion de estrés oxidativo, aumento de los niveles de calcio, desregulacion
de la liberacién de neurotransmisores y la unién a distintos receptores como los ya nombrados a7-

nicotinicos y a los NMDARSs.

Como hemos comentado previamente una de las teorias propuestas para explicar el efecto del Ap
es una desregulacion en la homeostasis de calcio®*. Esta teoria esta reforzada por estudios
experimentales que muestran alteraciones en la sefiales de calcio en la EA*%. El calcio entra en
las neuronas a través de distintos canales y receptores ionotrépicos. Los NMDARs se han
estudiado detalladamente por su papel crucial en la plasticidad singptica y en la excitotoxicidad,
proceso que contribuye a la etiologia de enfermedades neurodegenerativas, como la EA o la
enfermedad de Huntington. La localizacion de los NMDARSs es clave en el control de la viabilidad
neuronal: la activacion de los sNMDARs sinapticos conduce a la transcripcion de genes
neuroprotectores y promueve la supervivencia neuronal, mientras que la estimulacién de los
eNMDARs extrasinapticos promueve la muerte neuronal®?~*°, También se ha descrito que las
perturbaciones en el balance de la actividad de los SNMDARs y los eNMDARs puede incrementar

la produccién de AB %%,



Respecto a otros dafios funcionales derivados de la accion del A3, se ha descrito que el aumento
de concentracién de calcio a nivel postsinaptico produce depresion sinptica y eliminacion de los
AMPARSs, resultando en la reduccion de la formacion de las espinas. Esto también facilita la
induccién de depresion a largo plazo (LTD) *? e inhibe la induccion de la potenciacion a largo plazo

(LTP) en el hipocampo, afectando a la memoria y al aprendizaje *.
1.3.Procesamiento del APP y formacion del AB

Las especies Al3;40 Y AR14, constituyen la mayor parte del péptido AR encontrado en el cerebro
humano, siendo el ARy, un 10% del total. Estas derivan de una proteolisis intramembrana del
APP, que puede ser procesada por dos vias: la via no-amiloidogénica o la amiloidogénica. Es en

esta Ultima cuando se produce AB*.

Inicialmente, la liberacion del fragmento extracelular del APP puede ser través de la a- o B-
secretasa, produciendo un fragmento soluble de APP alpha (sAPPa) y un fragmento soluble beta
(sAPPp), respectivamente. Con la accion de a- o $-secretasa, también se forman los fragmentos C-
terminal de C83 o C99, respectivamente. Seguidamente, el fragmento C83 o C99 es proteolizado
por la y-secretasa dentro de la bicapa lipidica. Cuando la y-secretasa procesa el fragmento C83, se
produce la liberacién del péptido p3 no-amiloidogénico y del fragmento C-terminal intracelular del
APP (AICD), pero si procesa el fragmento C99, éste derivara a AR 0 AB42 Y el AICD (Figura 2).

Figura 2 Procesamiento proteolitico del APP a través de las

secretasas®. En la via amiloidogénica el APP se escinde APPsa APP APPSﬁ
secuencialmente por la B-secretasa y luego y-secretasa. De la
escision a través de la (B-secretasa se libera sAPPB y el

fragmento C99 unido a la membrana. Este ultimo fragmento sera

Ap

escindido por y-secretasa dando lugar a la secrecion de AB y p3 o _B> i
AICD. Alternativamente, esta la via no-amiloidogénica que i Y - Y
—

C99 D

corresponde al procesamiento de APP en condiciones

fisiolégicas, donde primeramente actla la a-secretasa, liberando ﬂ

el fragmento sAPPa y dejara en la membrana el fragmento C83. C83

Seguidamente la y-secretasa proteolizara el fragmento C83 AICD
produciendo el péptido p3 y el AICD. R ——— JE—

En condiciones fisiologicas, las proteasas de la familia de las ADAM (ADAM9, ADAM10, ADAM13 y
ADAML17) son las implicadas en la actividad a-secretasa, evitando la via amiloidogénica, ya que
este corte de APP imposibilita la formacién del péptido AR debido a que el dominio de escision se
encuentra dentro de la secuencia del dicho péptido (Figura 2). Por lo tanto, es la B-secretasa
(BACE1) la responsable de iniciar la via amiloidogénica. BACE1 produce intracelularmente el corte
del APP por el amino&cido 1 del AR y después la y-secretasa, la cual incluye a la presenilina-1 (PS-

1) como centro catalitico, liberara al AR®.



El AR en estado soluble no es tdxico, de hecho esta presente en el cerebro de todos los seres
humanos desde la infancia pero existen determinadas condiciones que favorecen su agregacion

36,37

convirtiéndolo en neurotoxico Los mondmeros de AR formaran oligbmeros, fibras y

eventualmente placas; se sabe que los oligbmeros solubles son sinaptotoxicos y causan el

deterioro cognitivo y la progresion de la EA%*°,

Por otra parte existen 3 isoformas de APP en los mamiferos. El gen del APP puede ser modificado
mediante un splicing alternativo produciendo diferentes isoformas del APP variando su longitud de
695 a 770 aminoAcidos®. La APP-695 es la isoforma predominante*’, mientras que las variantes
APP-770 y la APP-751 contienen el dominio inhibitorio serin-proteasa conocido como Kunitz
protease inhibitor (KPI). Este dominio es capaz de inhibir a a-secretasa (ADAML17), presentando un
potencial amilodogénico** donde se incrementara la produccion del AB*. De hecho hay estudios
gue demuestran que los niveles del mRNA de la isoforma APP-770 estan elevados en pacientes

con EA%*,

Por lo tanto, la produccién de AB es un proceso celular normal, ya que éste esta en el liquido
cefalorraquideo y en el plasma de sujetos sanos a lo largo de la vida. La acumulacion de AB en el
cerebro de pacientes de EA puede ser debido a problemas en el aclaramiento hacia el plasma o
bien por una sobreproduccion del mismo. Este aumento de produccion puede deberse a un

aumento de actividad de BACE1 o bien a cambios en la cantidad o distribucién del APP*°.
1.4.Agregacion del AB

La formacién de agregados proteicos, mayoritariamente debidos a plegamientos en hoja B3, es
caracteristica de enfermedades neurodegenerativas como la EA, el Parkinson, la corea de
Huntington o la esclerosis lateral amiotréfica. Estas proteinas que agregan pierden su funcionalidad
y pueden llegar a generar agregados toxicos. ElI AR en estado soluble no es téxico y no tiene una
funcién identificada en el cerebro. El AB tiende a agregarse, convirtiéndose en neurotéxico cuando
agrega en hoja R*. Las proteinas que se encuentran parcialmente plegadas son las mas
vulnerables a plegarse incorrectamente o a formar agregados®. Estos agregados pueden estar
formados por pocos mondmeros (oligdbmeros) siendo altamente toxicos 0 por muchos mondémeros

formando fibras que son menos toxicas y se agrupan formando las placas seniles.

2. Lasinapsis glutamatérgicay la formacion de memoria

2.1.La sinapsis glutamateérgica

La transmision glutamatérgica (Figura 3) est4 presente muchas é&reas del sistema nervioso.
Ademas de su rapida accion, la activacion de los receptores de glutamato juega un importante

papel en los cambios duraderos que conducen a la creacion de nuevas sinapsis dentro de los
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procesos de LTP y de plasticidad sinaptica. Es decir estos receptores inician el codificado y

almacenamiento de la memoria y la representacion contextual de los estimulos.

Figura3 Transmision glutamatérgica. A nivel

. . Terminal presinaptico [| NMDAR
Célula glial © o 0o [ AvPaR hipocampal, la colateral de Schaffer de las neuronas
© o © o ® Glutamato  de |a zona CA3 (terminal presinaptico) libera
e o - e ® glutamato. La acciéon del glutamato recae en los
o °
[c;\ ® o o o °® Hendidura botones postsinapticos de las neuronas de la zona
° o
* o .. ® sinaptica CAl, (a) activando a los receptores acido a-amino-3-
Q{ ) m[a) hidroxi-5-metil-4-isoazolepropionico (AMPA) y  asi
generar un potencial postsinaptico excitatorio. Esta
~+2
car Na* despolarizacion es necesaria para poder (b) activar a
los receptores NMDA, ya que se encuentran
Terminal postsinaptico bloqueados por el i6n magnesio (corresponde a un

bloqueo voltaje dependiente). Por lo tanto, para que
los NMDAR se activen tiene que producirse simultdneamente la liberacion de glutamato y una despolarizaciéon. Una vez
abiertos entra el calcio que desencadena una sefial intracelular especifica para producir la LTP. Las células gliales (c)
realizan un papel fundamental en la recaptacion de glutamato.

2.1.1. Los receptores de NMDA

Los NMDARs son un subtipo de receptores inotrépicos glutamatérgicos. Son canales tetraméricos,
compuestos por dos subunidades NR1 siempre presentes (GIuN1) y dos subunidades accesorias
gue pueden ser NR2 (GIuN2A-D) o NR3 (GIuN3A-B). Cada una de las cuatro subunidades de los
NR2 presenta diferencias funcionales, siendo los NR2A y los NR2B los més abundantes en el
prosencéfalo. Los NMDARs que contienen NR2A se encuentran ligeramente abiertos pero una vez
se libera el glutamato lo hacen de manera completa, mientras que los receptores que presentan la
subunidad NR2B presentan baja probabilidad de estar abiertos, pero tienen una alta afinidad de
unién por el glutamato y una alta permeabilidad al calcio®®. Durante el desarrollo postnatal, se
producen cambios de expresion de NR2A en comparacion con los NR2B. Estos cambios pueden
explicarse por los efectos sobre la decadencia cinética de los NMDARs mediado por las respuestas
sinapticas que ocurren durante el desarrollo, aunque recientemente se apoya que este cambio sea
debido a la actividad cortical y las cascadas intracelulares. Otro factor importante que regula la
funcién sinaptica dependiente de NMDARs es que en el cértex adulto predominan los NR2A en
lugares sinapticos mientras que los receptores que contienen NR2B se localizan preferencialmente
en lugares extrasinapticos®’. En otro estudio se vio que aquellos NMDARs que contienen GIuN2A
estan implicados en la pérdida de espinas dendriticas inducidas por AB, mientras que aquellos que

presentan GIuN2B median la neurotoxicidad de AB*.
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2.2.Fisiologia en las espinas dendriticas

El hecho de que las moléculas esenciales para la formacion de las espinas estén involucradas en
la LTP y la memoria, indica que los cambios morfolégicos pueden participar en el mantenimiento de
la plasticidad estructural de las espinas dendriticas. De hecho, la induccién de la LTP y LTD se ha

asociado con la ampliacién o reduccién de tamafio de la espinas, respectivamente®.

La plasticidad sinptica se muestra por dos paradigmas bien caracterizados: LTP y LTD. La LTP es
un aumento de la duracién en la transmision sinaptica entre dos neuronas que resulta de la
estimulacion repetitiva y de alta frecuencia (50-200 Hz) dando lugar a un aumento en la fuerza
sinaptica®>**. Existen varios tipos de LTP descritas, pero nos centraremos en la LTP dependiente
de NMDARs que se produce en las neuronas tipo Hebb del hipocampo®. Por otro lado, la LTD es
una reduccién de la duracién en la transmision sinaptica causada por una estimulacién sostenida

de baja frecuencia (<10 Hz)*:.

La LTP incluye dos fases: una fase temprana, independiente de la sintesis de proteinas y una fase
tardia, mas persistente, relacionada con la sintesis de proteinas y cambio en la expresién de
genes®. A su vez, la primera fase se puede dividir en los cambios a corto plazo (induccion) y los
cambios a largo plazo (mantenimiento), que involucran principalmente la sintesis de nuevas

proteinas y modificaciones estructurales de las espinas dendriticas.

En la fase temprana, durante la inducciéon de la LTP, el glutamato actia sobre los AMPARSs.
Ademas encontramos a los NMDARs cerrados debido a que el ibn magnesio bloquea el canal.
Cuando se produce la despolarizacion de la membrana postsinaptica, o que sucede es que el
NMDAR deja de estar blogueado por el magnesio y se activa. Gracias a la accion del glutamato
sobre los NMDARSs, permite la entrada del calcio, siendo la fase critica de la induccién de la LTP.
Seguidamente, para mantener la LTP, el influjo de calcio desencadenara una cascada intracelular,
activando a dos proteinas quinasa dependientes de calcio: la proteina quinasa C (PKC) y la
calmodulina quinasa 2 (CaMKIl). Estas dos proteinas fosforilaran un sustrato, hasta ahora
desconocido, critico en la insercion de AMPARSs que hasta el momento se encontraban invaginados
en la membrana. Estos receptores son translocados a la membrana dendritica, aumentando las
densidades postsinapticas asociadas, y por lo tanto, hay mas posibilidad de contacto,
incrementando la sensibilidad de la sinapsis al glutamato. En este momento, pueden volverse
funcionales aquellas sinapsis que permanecian silenciosas, pero para que esto sea posible
necesitamos una concurrencia de actividad entre la neurona presinaptica y la postsinaptica,
conocido como la LTP hebbiana®, es decir, que ambas actiien al unisono. Esto sucede gracias a la
participacion del oxido nitrico (NO), molécula formada en el terminal postsinaptico que difunde

retrogradamente para aumentar la liberacion de glutamato.

12



En la fase tardia, para que se observen cambios en el patrén de expresion génica y sintesis de
nuevas proteinas, es necesaria la participacion de la proteina quinasa A (PKA). La PKA activa a
CcAMP response element-binding protein (CREB), factor de transcripcién, y éste se transloca al
ndcleo. Esto estimula la expresion de otros factores de transcripcion, como c-fos o Junk, implicados
en la sintesis de proteinas que contribuiran al desarrollo neuronal, nuevas espinas dendriticas y el
crecimiento de éstas. De manera que, después de la LTP, se observa un aumento en la efectividad
y un fortalecimiento de la sinapsis, ya que permitiran nuevos contactos sindpticos y facilitaran la

transmision de glutamato.

Mientras que la LTP es debida a la activacion de proteinas quinasas, la LTD surge de la activacion
de fosfatasas dependientes de calcio. Para producir una LTD es necesaria una estimulacion
sostenida y de baja frecuencia, a diferencia de la LTP. Este tipo de estimulacién despolariza
levemente a las neuronas glutamatérgicas haciendo que haya una leve entrada de calcio.
Seguidamente, se activan fosfatasas dependientes de calcio, como la calcineurina, que provocara
la desfosforilacion de proteinas involucradas en la internalizacion de los AMPARs, a través de un
proceso de endocitosis mediada por clatrina. Como consecuencia, disminuyen las densidades
postsinapticas, la sensibilidad al glutamato y algunas sinapsis pasan a ser silentes, y por lo tanto,
una pérdida de contacto en éstas®”.

Las alteraciones morfologicas después de LTP y LTD se han estudiado en gran medida e incluyen
cambios en el nimero de espinas, en su tamafio y forma®. Por lo tanto, el aumento de densidad de
espinas podria contribuir en la mejora de la transmision, ya que proporciona mas conexiones con
la neurona presinaptica. Por otro lado, como resultado de LTD se produce una reduccion del

ndmero de espinas y de una disminucion de la superficie sinaptica®.

Existen evidencias sobre la correlacion entre la reorganizacién del citoesqueleto de actina con la
plasticidad sinaptica y el fortalecimiento de las sinapsis, que a su vez afecta a la morfologia de las
espinas®. La ampliacién de las espinas dendriticas inducida por la LTP se acompafia de un
aumento en los niveles de F-actina. El citoesqueleto de actina se estabiliza, por la inactivacion de la
cofilina y por la accién de la CaMKII y otras proteinas que se unen a actina®. Por otro lado, la LTP

resulta en la contraccion de las espinas dendriticas asociadas a la despolimerizacion de la actina®®.
2.3.Neuroprotecciéon dependiente de los receptores NMDA sinapticos (SNMDARS)

La estimulacion de los sNMDARs induce la supervivencia celular desencadenando procesos
gendmicos que haran a las neuronas mas resistentes a procesos de apoptosis y estrés; mientras
gue la estimulacion de los eNMDARs anula esas vias, causando una disfuncidbn mitocondrial y

muerte celular®®. Los sSNMDARs inducen la expresién de genes de supervivencia, supresion de
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genes apoptoticos y aumentan las defensas antioxidantes, principalmente a través de la activacion
de CREB y ERK 1/2 26061,

2.3.1. Induccion de genes de supervivencia

La sefalizacién del calcio es un sistema de comunicacion entre la célula y el nucleo; su actividad
provoca una respuesta transcripcional en las neuronas, como ocurre tras la activacion de los

sNMDARs, promoviendo la potenciacion sinaptica®’.

El calcio entra a través de los SNMDARs, aumentado por la liberacion de las reservas internas,
después este calcio invade el ntcleo®. El calcio nuclear es uno de los activadores mas potentes de
la expresion de genes neuronales, existen unos 200 genes controlados por la sefializacion nuclear

de calcio®"®2.

Las dianas mas importantes del calcio nuclear son la CaMKIV y el factor de
transcripcion CREB (Figura 4a)®. CREB esta regulado por la sefial prototipica, cuyo rol es el de la
supervivencia neuronal, asi como otros muchos procesos (plasticidad sinaptica, adiccion,
neurogénesis, aprendizaje y memoria). En las neuronas hipocampales, la expresién génica
depende de CREB y casualmente esta vinculada con la neuroproteccion y en contra de los eventos
de apoptosis y excitotoxicidad®”®*. Entre el conjunto de genes regulados por el calcio nuclear,
existen unos genes bien caracterizados conocidos como activity-regulated inhibitors of death (AID).
Estos son capaces de proporcionar una neuroproteccion de amplio espectro®. Alguno de estos
genes (Atf3, Big2, Bcl6...) parecen ser diana de CREB y pueden otorgar proteccion neuronal a
través de procesos comunes que hacen que las mitocondrias sean mas resistentes hacia el estrés

celular o agentes toxicos®®.

Otra diana de la sefalizacién de los sSNMDARs y del calcio nuclear es el gen que codifica para la
neurotrofina brain derived neuronal factor (BDNF)**®2% BDNF presenta propiedades
neuroprotectoras y puede rescatar aquellas neuronas a las que se les ha inducido la muerte a

través del bloqueo de los NMDARs®’.

A pesar de que CREB sea la clave de la neuroproteccidn, hay otro factor de transcripcién implicado
en la supervivencia a través de los NMDARs que también podria estar controlado por la sefial de
calcio nuclear, conocido como el factor nuclear de activacién de células T (NFAT). En contraste, la
activacion de otros factores neuroprotectores como el factor nuclear | subtipo A (NFIA), puede
ocurrir independientemente de la elevacion de calcio a nivel del nicleo, ya que esta activacion

depende de una sefial extracelular regulada por la quinasa 1/2 (ERK1/2) y de la sintesis del NO*’.
2.3.2. Supresién de los genes que provocan la muerte

Un mecanismo secundario realizado a través de la actividad sNMDARs es la restriccion del

potencial apoptético de las neuronas, provocando una supresion transcripcional de los
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componentes centrales de la cascada de la apoptosis®. La actividad de los SNMDARs suprime la
expresion del gen Puma (Figura 4c). La expresion de Puma es suficiente para inducir la muerte
celular y para la apoptosis como respuesta al bloqueo de los NMDARSs®®. Como con la activacién de

CREB, la supresiéon de Puma es especifica de la sefializacion de SNMDARs.

La supresion de Puma inhibe la cascada apoptética por encima de la liberacion del citocromo c,
pero existen mecanismos protectores en procesos por debajo de éste, como el apoptosi protease-
activating factor-1 (Apafl) y la pro-caspasa 9, que también se encuentran suprimidos
transcripcionalmente por la activacion de SNMDARs. Ademas, pueden suprimir a otros genes como
FOXO o p53 (Figura 4b), donde este Gltimo contribuye a la supresion de Apafl®. El efecto neto de
todos estos cambios transcripcionales es que se limita e inhibe la apoptosis, aumentando la

viabilidad de las neuronas.
2.3.3. Proteccion contra el estrés oxidativo

Adicionalmente a la supresion de los efectos apoptéticos, la actividad de SNMDARs aumenta las
defensas antioxidantes?’, contribuyendo en la neuroproteccién contra agentes oxidativos. Si los
NMDARSs son bloqueados, se provoca la muerte celular asociada a proteinas carboxiladas, marca
especifica de estrés oxidativo, cosa que sugiere que el papel fisiolégico de la actividad de los
NMDAR es reforzar y proporcionar defensas antioxidantes. También presenta un control sobre el
sistema thioredoxina-peroxiredoxina, teniendo efectos neuroprotectores. Especificamente, la
actividad sinaptica aumenta la actividad de la thioredoxina y facilita la reduccion de las
peroxiredoxinas. Este efecto esta controlado por un programa de cambios de expresién génica de
genes como FOXO (Figura 4d)®®. El hecho de que la actividad de sNMDAR pueda regular la
expresion de ciertos genes implicados en el estrés oxidativo, hace pensar que tal vez otros

sistemas como el del glutation puedan estar regulados por este mecanismo.

2.4.El 6xido nitrico

El NO es un neurotransmisor retrégrado que se sintetiza en la neurona postsinaptica como
respuesta al calcio que ha entrado a través de los NMDARSs. Este calcio activara a la 6xido nitrico
sintetasa (NOs) que producird NO a través de L-arginina y oxigeno. La funcion del NO es difundir
desde el terminal postsinaptico hasta el presinaptico para estimular la liberacion de glutamato por el
terminal presinaptico favoreciendo la LTP. Gracias a esta molécula existe una concurrencia de
actividad entre la neurona presinaptica y la postsinaptica actuando al unisono. Pero no sélo es un
mensajero retrégrado, sino qué dentro de las neuronas postsinapticas puede activar a la guanilil
ciclasa para producir guanosin monofosfato ciclico (cGMP) y activar a distintas proteinas por

fosforilacion mediada por la proteina quinasa G (PKG).
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3. Fisiopatologia de los receptores de NMDA extrasinapticos
3.1. Efectos diferenciales entre SNMDARs y eNMDARs

Bajo condiciones fisiologicas, la subpoblacion de NMDARs mas activos son los sSNMDARs, pero
durante eventos patolégicos se produce una reduccién de la actividad de éstos, aumentando la
actividad de eNMDARSs o de ambos ?’. Los eNMDARs promueven una sobrecarga de calcio, estrés
oxidativo, comprometen el potencial de membrana mitocondrial, la inactivacion de CREB y ERK

1/2*' y median la neurodegeneracion dependiente de tau.
3.2.Neurotoxicidad dependiente de los receptores NMDA extrasinapticos (eNMDARS)

La muerte neuronal dependiente de los NMDAR est4 mediada por multiples vias, la contribucién

dependera del tipo de célula, el estadio de desarrollo y/o la intensidad de los efectos

69,70

excitotoxicos Estudios recientes muestran evidencias sobre la activacion preferencial de

eNMDARs para producir procesos pro-apoptéticos (Figura 6).
3.2.1. Inactivacion del factor de transcripcion CREB y la papel de la proteina Jacob

La activacion de los eNMDARs a través de glutamato induce una entrada de calcio y

B®® mediante la induccién del transporte de la

consecuentemente la defosforilacion de CRE
proteina mensajera, Jacob, hacia el nicleo (Figura 6a). Si hay una sobreexpresion de Jacob en el
ndcleo, se expresan una serie de genes que induciran neurodegeneracién, mientras que su

supresion generaré los efectos contrarios 2.

16



Jacob es diana de ambas vias, tanto de eNMDARs como sNMDARs’?. Exclusivamente la
activacion de sNMDARs, y no la de eNMDARs, produce la fosforilacién de Jacob en el residuo
Serl80 mediante ERK1/2. Para que ERK se active requiere una estimulacion de alta frecuencia
(LTP), cuando esto ocurre ERK se fosforila. Es decir, para que se produzca la translocacién de
Jacob al nucleo después de la estimulacién de sSNMDARS, depende de la activaciéon de ERK. En
este momento, se forma un complejo trimérico estable con la union del neurofilamento a-internexin

y asi evitar la defosforilacion de Jacob/ERK durante el transporte hacia el nucleo.

Cuando eNMDARs esta activo, Jacob no se fosforila, pero sin embargo si se transloca al nicleo.
Es importante destacar que la sefializacion a través de eNMDARSs no afecta en la fosforilacion de
ERK?'. Cuando Jacob se localiza en el nucleo desfosforila a CREB y promueve una pérdida de
contactos sinapticos. Esta proteina contiene una sefial de localizacion nuclear y este transporte
hasta el nucleo requiere la union de la a-importina. Este proceso de unién e importacion al nacleo
esta impedido por la caldendrina, la cual se encuentra unida a Jacob de manera calcio
dependiente. La actividad de los sNMDARs promueve la retencion de Jacob fuera del nucleo
mediante la retencion a través de caldendrina, mientras que la activacion de eNMDARs promueve

la acumulacién de Jacob en el ndcleo, con subsecuentes efectos en la supervivencia neuronal® ™,

Una vez en el nucleo, el estado de fosforilacion de Jacob determinara si se induce la muerte
neuronal o la supervivencia celular y la potenciacion de la plasticidad sinaptica®. La sobreexpresion
de Jacob en estado fosforilado dirigira la expresion génica para generar un fortalecimiento de la
sinapsis, mientras que el estado desfosforilado de Jacob inducira efectos opuestos y producird una

serie de eventos deteriorativos, causando la muerte celular %°.
3.2.2. Inactivacion de ERK1/2

La activacion de eNMDARs induce la desfosforilacion de ERK1/2 produciendo su inactivacion
(Figura 6b). Respecto a esto, los eNMDARSs para poder ejercer su accion sobre ERK, previamente

inactivan fuertemente a Ras, que se encuentra por encima en la activacion de ERK?’.
3.2.3. Activacion de FOXO

La activacion cronica de los NMDARs no da lugar a la exportacion de FOXO desde el ndcleo
porqué la activacion de Akt no es suficiente®. Cuando hay una activacion sustancial de la via Akt
induce la fosforilacion de FOXO y su exportacion al nucleo. Finalmente, la activacion de FOXO
(Figura 6c) hace que éste se transloque al nacleo e induce la muerte celular después de una

activacion masiva®’.
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3.2.4. Activacion de calpaina y escision de STEP

La estimulacion de los eNMDARs activa a las calpainas (Figura 6d), proteasas dependientes de
calcio, mientras que los sNMDARs no lo hacen”. Uno de los sustratos de las calpainas, en
concreto la m-calpaina, es STEP, la cual es escindida de tal manera que no podra interactuar con
normalidad con sus sustratos. La p38-MAPK es uno de los sustratos con los que interacciona
STEP y se encuentra en abundancia en las regiones extrasinapticas de las membranas y
contribuye en la muerte neuronal mediada a través de la exposicién crénica a NMDA o glutamato

en las células granulares cerebelosas o en las neuronas corticales”.

La inhibicion de la escision de STEP mediada por la calpaina es suficiente para inhibir la activacion
de p38 y proteger a las neuronas de la toxicidad del glutamato y la deprivacion de oxigeno y

glucosa’.

Por lo tanto, una vez la calpaina ha completado la escision de STEP y la subsecuente activacion de
p38, representa otra cascada de muerte celular que se activa selectivamente a través de los
eNMDARs?.

A diferencia de la activacion de sNMDARs, si se estimulan los eNMDARs no se induce el
incremento de la expresion del mMRNA de BDNF?.

3.3.El péptido AB
3.3.1. Relacion de AB con los NMDARSs

El péptido AB es capaz de regular negativamente el nimero de NMDARs a nivel postsinaptico,
desregulando el balance de sNMDARs y eNMDARs'®®*3! El AB actla sobre los receptores
a7AChRs y promueve la internalizacién de sNMDARs a través de la activacion de la proteina
fosfatasa 2B (PP2B), la cual desfosforilara y activara a STEP. Seguidamente, STEP desfosforilara
a sNMDARSs provocando su invaginacion (Figura 6e)®. Por lo tanto, el AB aumenta la endocitosis
de los sNMDARs y como consecuencia se da una disminucion de la expresiébn génica de
supervivencia celular. Ademas, es importante destacar que el AB no redistribuye los SNMDARs a
regiones extrasinapticas, sino que se produce una reduccién de éstos aumentando la proporcién de
los extrasinapticos’®. Se ha observado en muestras hipocampales de pacientes de EA que
presentan una expresion reducida de PSD-95 y de GIUN2B en la fraccion sinaptica pero no

extrasinaptica de los NMDARSs.

Los efectos del AB en las neuronas hipocampales son un aumento en la liberacién de glutamato a
nivel presinaptico, una inhibicion de la receptacion de glutamato a nivel de la glia y un incremento
en general de la concentracion extracelular del glutamato®. Recientemente se ha mostrado como

el AB provoca la ubiquitinacion y una reduccion de la expresion del transportador de glutamato
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(GLT-1) en la superficie de las células gliales, disminuyendo la eliminacion de glutamato liberado
(Figura 6f)".

3.3.2. Relacion de AB con los receptores a7 nicotinicos (a7AChRs)

En pacientes de EA se observa una reduccion significativa de los nAChRs, sugiriendo que el AB

&7 El AB, en concentraciones nanomolares®, afecta la actividad

puede dafar a los nAChRs
sinaptica colinérgica, ya que se une con alta afinidad a los nAChRs, en particular al subtipo a7. Al
unirse, inhiben la liberacién de ACh y alteran la homeostasis del calcio’ que desencadenaran a
una neurodegeneracién. La pérdida de estos receptores va precedida por la acumulacion
intracelular de AB y se ve restringida a las regiones donde se desarrolla la patologia®, pudiendo ser

un factor clave en la degeneracion neuronal colinérgica.

Adicionalmente, el AB en concentraciones nanomolares también puede provocar la liberacion de
glutamato desde las células gliales hipocampales ®°, ya que se observé un rapido aumento de la
liberacion de glutamato dependiente de calcio a través de los astrocitos (Figura 6g). Este efecto

depende de la activacién de los receptores a7AChRs .

Por lo tanto, el AB se une y activa a los a7AChRs Unicamente cuando se encuentra en

concentraciones picomolares, funcionando como un agonista del receptor’®”’

, Mmientras que a altas
concentraciones (nanomolares) actta como un antagonista®’®. En concentraciones picomolares,
induce una elevacion del calcio intracelular en los astrocitos hipocampales, fomentando la
producciéon de LTP, la plasticidad sindptica y la memoria’’, mientras que en concentraciones

nanomolares se produce una desensibilizacion del receptor®.
3.3.3. Relacion entre la actividad neuronal y la produccion de AB

Los pacientes de EA presentan una discapacidad y/o una fuerte pérdida de memoria que se
correlaciona con los niveles corticales de AB solubles, especialmente de los oligdbmeros. Existen
estudios que demuestran que los oligdmeros son capaces de interrumpir las funciones sinapticas
progresivamente dirigiéndolo a una pérdida sinaptica y a la muerte neuronal, es decir, se debilita la
conectividad sinaptica en el hipocampo de una manera dependiente a los NMDARs "®. De la misma
manera, también se ha descrito que inhiben la LTP y facilitan la LTD*2. Con esto se muestra una
evidencia de que los oAB no afectan directamente a la viabilidad neuronal pero si interfiere

especificamente con la funcién singptica.

Mediante la técnica PET, se ha observado que la acumulacién de AB se da en aquellas regiones
cerebrales que exhiben una elevada actividad metabdlica en reposo, como son el hipocampo y
partes frontales y parietales del coértex, correlacionando los niveles altos de actividad con la

produccién de AB'®. Ademés también se relacioné el estrés con la actividad neuronal en EA. Hay
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evidencias de que la actividad sinaptica modula el metabolismo de Ap; se ha demostrado que un
incremento de actividad sinaptica, aumenta la formacién y secrecién del péptido AB en neuronas
hipocampales™. A su vez, el incremento del péptido AR inhibe la actividad neuronal, es decir,
deprime selectivamente las transmisiones sinapticas excitatorias en aquellas neuronas que
sobreexpresan APP. Esto refuerza la hipétesis que postula que el procesamiento amiloidogénico
de APP vy la actividad neuronal actian en feedback, siendo el péptido una sefal negativa para
mantener el control de la hiperactividad .

En 2005, Cirrito mostré que las vesiculas de exocitosis, necesarias para la propagacion de la
actividad neuronal, actuaban rapida y bidireccionalmente para modular los niveles de AB en el
liquido instersticial del cerebro. Con esto se vio que los niveles de AB son dinamicos y estan
directamente influenciados por la actividad sinaptica®®. Ademas, se ha visto que si se estimula la
via perforante incrementando la actividad sinaptica dentro del hipocampo, los niveles de AR
aumentan un 30%. Por otro lado, si se administra tetrodoxina (bloqueante del canal de sodio) cesa
la actividad de las neuronas, haciendo que la actividad basal baje y en consecuencia los niveles de
AB cae hasta un 40%.

Existe una demostracion directa regién-especifica que relaciona los niveles de actividad neuronal
con una susceptibilidad de la deposicion de AB, seguida de una toxicidad %2, Estos estudios
confirman que la deposicion de AB esta asociada con una reduccion bilateral de la conectividad

funcional y que esta relacion se correlaciona directamente con la magnitud de la pérdida funcional.

De esta manera, se puede decir que la actividad sinaptica es paraddjicamente perjudicial y puede
contribuir en la patogenia de la EA. Aunque puede parecer contradictorio, hay estudios que apoyan
las actividades cognitivas, ya que pueden ser protectoras contra esta enfermedad, relacionando
niveles altos de actividades mentales con la baja probabilidad de padecer EA . Ademas, estudios
de comportamiento han demostrado que ambientes enriquecidos disminuyen los niveles de AB y su

posterior acumulacion .

Diferentes autores defienden que los niveles de AB dentro de un rango picomolar, aumentan la

77,85

plasticidad sinaptica y la memoria , sugiriendo que corresponde a un proceso que ocurre en

situaciones fisiologicas.
3.3.4. Activacion de NMDAR vy sintesis de Ap

Estudios recientes muestran la influencia selectiva de estimular ambas poblaciones de receptores
sobre el metabolismo del APP y la produccién de AB*. En cultivos primarios de neuronas
corticales, una estimulacion prolongada de eNMDARs, pero no de sNMDARSs, incrementd la

30,42

produccion y secrecion de AB™"". Este efecto era precedido a la modificacién del patron de
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expresion neuronal de APP, de la isoforma APP-695 a APP-KPI (Figura 5). Este cambio en el
patrén de expresion hace que el procesamiento de APP se dé a través de [B-secretasa,

incrementando asi la produccién de AB, ya que el dominio KPI inhibe la accién de a-secretasa. En
contra, la no induccion de APP-KPI| se observaba cuando
SNMDARs.

la estimulacion se daba en los

Las concentraciones intracelulares de calcio observadas después de la activacion de eNMDARs
son menores en comparacion con la cantidad observada después de la activacion de sNMDARs.
Por lo tanto, la modificacion observada en el metabolismo de APP y AB no se puede explicar
mediante la alta entrada de calcio, pero si sugiere una diferente via de sefializacion por cada tipo
de receptores. Ademas, los cambios de expresion neuronal de APP mediados por la activaciéon de
eNMDARs estan regulados por un splicing alternativo donde esta involucrado calcio y CaMK. La

desregulacion de la neurotransmision glutamatérgica estd implicada en un incremento de los

niveles de sintesis de AB a través de eNMDARs®. Por lo tanto, se puede afirmar que la activacion

de eNMDARS, pero no de los SNMDARs, induce la expresion de la isoforma KPI-APP %,

B evosr
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- Wiz eNMDAR

= \ia SNMDAR

involucrada en la liberacion del AR neuronal. La entrada
de calcio neuronal a través eNMDARSs activa a CaMK [V y , 0
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Ademas se demostré que bajas dosis de NMDA conducian a una activacion sinaptica y, por lo
tanto, un incremento de la produccién y secrecion de amiloide, mientras que altas dosis de NMDA
suprimia la via amiloidogénica®” a través de la activacion de ERK. Esto sugirié que un aumento de
la activacion de ERK representaria una diana terapéutica para reducir la produccion de amiloide y
la progresion de EA, ya que se puede regular el procesamiento de APP 2. Es importante destacar,
que Unicamente los antagonistas de NMDARs (como D-AP5 y MK801) y no los de AMPARSs, son
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capaces de modificar el metabolismo del APP y del AB. Si se bloguean los NMDARs hay un

incremento del corte del APP por la a-secretasa.

Se confirmé que los SNMDARSs son protectores, ya que reducen la formacion del péptido a través
de la promocién de la protedlisis de APP mediante a-secretasa, mientras que la activacién de
eNMDARs promueve la escision de APP por la B-secretasa, con la subsecuente formacion de AR
(Figura 6i)%.
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Figura 6 Mecanismos de neurotoxicidad producida por AR a través de eNMDARs. (a)(b) La elevada actividad de

eNMDARSs se asocia con la inhibicion de ERK1/2 (desfosforilacion) y una translocacion de Jacob al nucleo, teniendo un
efecto negativo sobre la transcripcion mediada por CREB. (c) La transcripcion del factor FOXO también es translocado al
nucleo en la EA y después de una estimulacion de los eNMDAR, pudiendo incrementar la expresion de genes que
provocaran la muerte a la célula. (d) En la EA se observa un incremento de la expresion de la MAPK p38, que a su vez,
aumentara la hidrolizacién de STEP a través de la m-calpaina mediada por la actividad de eNMDARSs. (e) AR actua sobre
los a7AChRs provocando una internalizacion de los SNMDARs a través de la activacion de PP2B, la cual desfosforila y
activa a STEP. Una vez activo, es capaz de desfosforilar a los sNMDARs e induce su internalizacion, desregulando el
balance entre las dos poblaciones de NMDARs. (f) La expresion del transportador de glutamato esta reducida en EA 'y
como consecuencia hay un empeoramiento de la recaptacion de glutamato, contribuyendo en la activacion de eNMDARs.
(g9) Los oAB pueden unirse directamente a los a7AChRs e inducir una liberacion de glutamato dependiente de calcio
desde los astrocitos. Esto provoca un incremento de glutamato actuando sobre los eNMDARs. (h) Como resultado del
aumento de glutamato extracelular, los eNMDARs estdn muy activos. Esto genera una sobreproduccion de NO, el cual
activara a Cdk5 (s-nitrosilacion). Cdk5 s-nitrosilado podrd transnitrosilar a Drpl, provocando una fragmentacion
mitocondrial. Cdk5 es conocida como una quinasa de tau, siendo posible que ésta contribuya en la hiperfosforilacién de

tau en EA. (i) La activacion de los eNMDARs también esta relacionada con el aumento de la expresion de la isoforma
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APP-KPI, facilitando la protedlisis de APP a través de B-secretasa produciendo AP que terminara en el espacio
extracelular. Por lo tanto, los eNMDARSs promueven una sobrecarga de calcio, estrés oxidativo, compromete el potencial
de membrana mitocondrial, la inactivacion de CREB y ERK 1/2 y media la neurodegeneracion dependiente de tau.

3.4.Nitrosilacion y efectos deletéreos

En estudios recientes se demostré que la exposicion a oA dirige a un incremento dramatico en la
produccion de o6xido nitrico (NO) en las neuronas cerebrocorticales (Figura 6h), donde la
produccion mayoritaria de NO se da en los eNMDARs®. Este efecto probablemente sea como
resultado de la capacidad que presentan los oAB para alterar el balance de la actividad
glutamatérgica entre SNMDARs y eNMDARSs 3!, El aumento excesivo de NO puede afectar a varias
proteinas con papel crucial en la supervivencia neuronal. La producciéon de NO en las neuronas es
mediante la NO sintasa neuronal (nNOS), una isoforma dependiente de calcio. Se ha descrito que
la accion de los 0AR sobre los NMDARSs induce la entrada de calcio en las neuronas, produciendo
una gran cantidad de NO (~75% del total). También se demostré que los oAB inducen S-
nitrosilacién de Drpl y Cdk5 mediante los eNMDARs %.

La activacion de Cdk5 se incrementa después de una exposicion a glutamato. Esta proteina puede
producir la S-nitrosilacion, favoreciendo los efectos nocivos de la EA. Seguidamente se produce la
trans-nitrosilacion de Drpl, que provocara una disfuncion mitocondrial, fallo bioenergético y pérdida
sinaptica®®. Ademas, Cdk5 podria contribuir en el proceso de hiperfosforilacién de tau. Estos

procesos se encuentran aumentados en los pacientes de EA.
4. Dianas terapéuticas en la EA dirigidas hacia la sefializacion glutamatérgica

La memantina es el Gnico antagonista no competitivo de los NMDARs aceptado para el tratamiento
de EA, y normalmente suele combinarse con anticolinesterasicos. Una de las propiedades que
hace a este compuesto tan interesante es su alta especificidad por los NMDARs. De hecho,

diferentes estudios han demostrado una preferencia de bloqueo para los eNMDARs®"#°

cuando hay
una actividad crénica. La memantina no afecta a la respuesta de los SNMDARs y eso es debido a
gue ésta sdlo actia bajo condiciones patoldgicas de los NMDARSs, sin afectar a la neurotransmisién

ISO

normal™. Al bloquear los eNMDARSs se inhibe la expresion de APP-KPI, al igual que la liberaciéon de

mas péptido AR*°.

Existen otros farmacos como el ifenprodil, antagonista especifico de las subunidades GIuN2B, que
provoca una disminucién de la frecuencia del calcio y la depresion sindptica producida por AB™.
Ademas, también puede bloquear la accion de Jacob de estado desfosforilado y evitar asi la
inactivacion de CREB*. Por otro lado, farmacos como rolipram o forskolin, aumentan la produccion
de adenosin monofosfado ciclico (AMPc) para activar a CREB, o bien compuestos quimicos como

el antioxidante trolox cuya funcion es prevenir la disminucion de la expresion del GLT-1".
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5. Conclusiones

La supervivencia neuronal requiere una comunicacion entre la sinapsis y el nucleo. La sefial de
calcio inducida por la actividad de los NMDARs tiene un papel crucial en funciones neuronales
como la plasticidad neuronal, la excitabilidad de la membrana o la expresion de genes, haciendo
gue la desregulacion en la homeostasis del calcio contribuya al inicio de enfermedades
neurodegenerativas como es la EA. Existen dos subtipos de NMDARs diferenciandose en su
localizacién, los sinapticos y los extrasinapticos, y en la composicién de sus subunidades, NR2A y

NR2B, respectivamente.

La estimulacibn de sNMDARs induce la supervivencia celular desencadenando procesos
gendmicos que haran a las neuronas mas resistentes a procesos de apoptosis y estrés; mientras
gue la estimulacion de eNMDARs anula esas vias, causando neurotoxicidad, disfuncion

mitocondrial y muerte celular.

Recientemente, se ha observado que la subpoblacién de eNMDARs esta involucrada directamente
en la patogénesis del EA, haciendo que una excesiva estimulacién de éstos induzca un aumento
en la produccién de AB. Por otro lado, la actividad sinaptica modula la produccion de AB vy la
entrada de calcio a través de los NMDARs. A su vez, el incremento de AB inhibe la actividad
neuronal. Esto afirma que el procesamiento amiloidogénico del APP y la actividad neuronal actdan

en feedback, donde el AR actlla como una sefial negativa para mantener el control de la actividad.

La alta afinidad que tienen los oAB para unirse a diferentes receptores como los a7AChRs o los
NMDARs provoca una serie de cambios morfoldgicos y sinapticos alterando la memoria y/o el
aprendizaje. En el caso de los a7AChRs, por un lado pueden inducir una liberacion de glutamato
dependiente de calcio desde los astrocitos y, por otro lado, provocan la internalizacion de los

sNMDARs afectando en el balance entre NMDARSs sindpticos y extrasinapticos.

Actualmente, los Unicos tratamientos considerados eficaces son los antagonistas de NMDARs
(memantine) y los anticolinesterasicos. Dado que el deterioro de sinapsis comienza temprano en la
EA se destaca la necesidad de desarrollar mejores diagnosticos e investigar mas a fondo los

cambios neuroldgicos que tienen lugar durante el inicio de la patologia.
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