Rev Med Chile 2013; 141: 495-505

Agregados amiloides: rol en des6rdenes
de conformacion proteica

CLAUDIA DURAN-ANIOTZ'2%, INES MORENO-GONZALEZ'™,

RODRIGO MORALES'*®

Amyloid aggregates: role in protein
misfolding disorders

Misfolding and aggregation of proteins are the main features of a group
of diseases termed Protein Misfolding Disorders (PMDs). PMDs include
Alzheimer’s disease and Transmissible Spongiform Encephalopathies, among
many others. The deposition of protein aggregates is the main responsible for
tissue damage and the consequent clinical signs generated in such disorders.
In this review, we will focus in the role of protein aggregates in these diseases
and in the putative mechanisms by which they exert their toxicity.

(Rev Med Chile 2013; 141: 495-505).
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Protestasis deficiencies.

to adecuado, el cual depende tanto de su
secuencia aminoacidica como de la maqui-
naria presente en la célula. Los procesos anormales
de plegamiento, inducidos por diversas situaciones
de estrés en el ambiente intra- o extra-celular,
mutaciones u otros eventos, pueden resultar en la
pérdida de las funciones fisioldgicas de la proteina
o en la generacién de estructuras téxicas para la cé-
lula, provocando acontecimientos patoldgicos'.
Los eventos de plegamientos anémalos (conocidos
como protein misfolding) que desembocan en la
agregacion de proteinas en tejidos especificos', han
sido asociados a muchas enfermedades. Debido al
origen comun desde el punto de vista molecular,
este grupo de enfermedades se ha denominado
desérdenes de conformacién proteica (DCP). Los
DCP incluyen muchos sindromes clinicos como
la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad
de Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington
(EH), la diabetes tipo-2 (DT2) y las encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET) o enfermeda-
des producidas por priones, entre otras'.
Se ha sugerido que la deposicion de agregados
proteicos en estas enfermedades es el principal
responsable de los dafios tisulares y de los con-

l as proteinas deben adquirir un plegamien-
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secuentes cuadros clinicos generados. Los meca-
nismos por los que estas estructuras ejercen sus
efectos no han sido completamente descritos en
la actualidad. Las proteinas que constituyen los
agregados proteicos en los DCP son especificas de
cada una de las enfermedades en las que estdn im-
plicadas, causando multiples efectos en diferentes
tejidos. De esta forma, el péptido B-amiloide (BA)
y la proteina tau estdn involucrados en la EA; la
proteina del prion con una conformacién anormal
(conocida como PrP*),en las EET; la a-sinucleina,
en la EP; yla huntingtina, en la EH. Considerando
el incremento de la poblacién de edad avanzada y
que muchas de estas enfermedades estan intima-
mente asociadas al envejecimiento, se estima que
el nimero de pacientes afectados por algin DCP
aumentard considerablemente en los préximos
anos®. Si tomamos en cuenta estos prondsticos y
el hecho de que en este momento no existen mé-
todos diagndsticos o terapéuticos efectivos para
estas enfermedades, la investigaciéon biomédica
enfocada a entender las bases moleculares de estas
condiciones patoldgicas es de vital importancia.
En esta revisiéon nos enfocaremos en el papel y
mecanismos por los cuales los agregados proteicos
ejercen su actividad y, en consecuencia, desenca-
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denan los DCP. Nos centraremos principalmente
en dos tipos de DCP por su prevalencia e interés
a nivel biomédico: la EA y las EET.

Bases moleculares de los desordenes
de conformacién proteica: el modelo
de nucleaciéon-polimerizaciéon

En los DCP, los agregados proteicos o “ami-
loides” se componen de diferentes proteinas, sin
embargo, estas estructuras son similares desde el
punto de vista morfolégico y bioquimico. Desde
un enfoque estructural, las proteinas presentes
en este tipo de organizaciones se caracterizan
por tener plegamiento del tipo B, favoreciendo
la hidrofobicidad y la agregacion en estructuras
especificas denominadas hoja B-plegada'’. Esta
disposicién conformacional, confiere a las protei-
nas resistencia a proteolisis, desnaturalizacién y a
mecanismos generales de eliminacién presentes
en la célula. Los factores celulares que pueden

guiar estos procesos de plegamiento anémalo
han sido parcialmente identificados. Entre ellos,
quizds el mds importante, estd relacionado con
las diferencias en la secuencia proteica. Se ha des-
crito que sustituciones puntuales en la secuencia
aminoacidica promueven una conformacién ami-
loidogénica, la cual puede favorecer la agregacién
y la subsecuente progresion patoldgica®.

Los procesos de agregacién proteica en estas
enfermedades se caracterizan por ser lentos y or-
ganizados. Uno de los modelos mas aceptados para
la formacidn de estructuras amiloidogénicas es el
de nucleacién-polimerizacién®’. Brevemente, este
modelo propone una cinética particular definida
por dos fases disimiles de agregaciéon’ (Figura 1).
La primera de ellas, denominada fase de retardo
o lag phase, involucra los primeros eventos de
formacién de “ntcleos” o “semillas” de polime-
rizacion a expensas de intermediarios solubles o
formas aberrantes (por ejemplo, mutantes) de
estas proteinas. La formacién de estas pequenias
estructuras oligoméricas da paso a la segunda

(A) Conformacion (B) Intermediarios
nativa solubles

B e -

Fase de Retardo

(C) Pequeiios oligébmeros
con estructura hoja B-plegada

(D) Protofibras
intermediaras

(E) Agregados
fibrilares insolubles

Figura 1. Modelo de nucleacién-polimerizacion en la formacion de estructuras amiloides. La conformacion nativa de una proteina
(A), normalmente ligada a una adecuada funcién biolégica, esta en equilibrio con muchas otras conformaciones posibles. Entre
ellas, formas parcialmente plegadas (B) pueden desembocar en estructuras anémalas (C-E) asociadas a los DCP. En el proceso
de agregacién de estas proteinas se distinguen dos etapas predominantes. La primera (fase de retardo) incluye la generacion de
los primeros nulcleos de agregacién, mientras que la segunda (fase exponencial) corresponde al crecimiento de estas unidades
a partir de los nlcleos de agregacion previamente formados. Las proteinas anémalamente plegadas en estas enfermedades se
distribuyen cominmente en estructuras que incluyen pequefios oligémeros (C), protofibras (D), y agregados fibrilares inso-
lubles (E). La adicion de agregados previamente formados es capaz de inducir la oligomerizacién de unidades monoméricas
solubles, evento que acorta la fase de retardo y que explica parcialmente los mecanismos de infectividad existentes en las EET.
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fase en este proceso (o fase exponencial), donde
el reclutamiento exponencial de nuevas unidades
alos agregados previamente formados, resulta en
una gran carga de estructuras amiloides, las cuales
se distribuyen en un amplio espectro de organi-
zaciones como pequefios oligémeros, protofibras,
fibras y, en algunos casos, placas amiloides™®.

A pesar de la relacion existente entre este tipo
de agregados y el desarrollo de la enfermedad,
los mecanismos por los que se produce el tipico
dafo celular en estas patologias es atin un tema
controvertido. Estudios recientes sugieren que
los oligémeros solubles serian las especies mas
toxicas en estas enfermedades’. En base a estos
resultados, se ha postulado que grandes agregados
compuestos de fibras y placas amiloides podrian
actuar como un mecanismo de defensa al atrapar
estas particulas toxicas y encapsularlas, reduciendo
su actividad citotdxica'.

Teorias de la disfuncién y muerte celular en los
desérdenes de conformacion proteica

Las manifestaciones clinicas observadas en los
DCP son la consecuencia de una serie de alteracio-
nes presuntamente producidas por las proteinas
con conformacién andmala. Estas alteraciones es-
tan directamente relacionadas con la disfuncién y
la muerte celular. En la actualidad, se han descrito
tres hipdtesis que explicarian los dafios tisulares
y sistémicos generados en estas enfermedades:
i) pérdida de la funcién normal ejercida por la
proteina; ii) ganancia en toxicidad de los nuevos
agregados moleculares generados; e iii) induccién
de procesos inflamatorios (Figura 2).

Hipotesis de pérdida de la funcion

Una de las hipétesis en relacion a la progresion
clinica y patoldgica en los DCP es que la proteina
involucrada, al adquirir una nueva conformacion,
perderia su funcién original, produciéndose asi un
quiebre en procesos esenciales para el desarrollo
y supervivencia celular. En la esclerosis lateral
amiotrodfica, la pérdida en la funcionalidad de la
superdxido dismutasa-1, podria proporcionar una
susceptibilidad excesiva de las células ante eventos
de estrés oxidativo'!. Para otras proteinas, como el
péptido BA enla EA ola proteina celular del prion
(PrP°) enlas EET, su funcién biolégica no ha sido
descrita satisfactoriamente'**%.
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Numerosas funciones le han sido atribuidas
a la PrP, entre las que destaca su asociacién en
funciones de neuroproteccién, ya sea como recep-
tora'>'¢, transductora'”'® o como molécula antioxi-
dante'*?. Diversos estudios muestran que la PrP
es capaz de reducir la tasa de muerte celular tras
exposicion a estrés oxidativo y, por el contrario, su
deficiencia produce un aumento de la misma*'-*.
Otros estudios han descrito que las repeticiones de
octapéptidos en su region N-terminal son capaces
de unir iones de cobre divalente, relacionando asi a
la PrP€ con la homeostasis de este catiéon en la zona
sindptica®. De hecho, pacientes afectados con la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) presentan
un aumento de hasta 50% en los niveles de i6n
cobre cerebral®. Adicionalmente, varias proteinas
han sido asociadas a PrP, dentro de las cuales des-
tacan importantes moléculas transductoras como
Bcl-2, Hsp60, STI1, Fyn, PKA, PI3K/Akt, entre
otras'®¥. Por otro lado, la PrP¢ ha sido relacionada
con eventos pro-apoptoticos, complicando atn
mds este escenario®®. Recientemente, se ha descrito
ala PrP¢ como un receptor de oligbmeros téxicos
de BA®, hallazgo que también ha suscitado contro-
versias®. Sin embargo, hasta el momento, la inica
funcion clara de la PrP€ es ser la fuente a partir de
la cual los priones infecciosos son generados, ya
que los animales que carecen de esta proteina son
viables y completamente resistentes a la infeccién
mediada por PrP5%.

Para el caso de la proteina precursora amiloide
(PPA), molécula a partir de la cual se forma el
BA, el panorama es distinto. Una de las funciones
atribuidas a esta proteina es, al igual que para la
PrP, la capacidad de unir i6n cobre®. Otras pro-
piedades asociadas son la de actuar como factor
de crecimiento’?, mediador de adhesién celular®**,
regulador intraneuronal de calcio® y receptor
celular®. Ademds, el BA ha sido asociado como
sustrato proteolitico de la proteina degradadora
de la insulina, confiriéndole propiedades en la
regulaciéon de este importante metabolito®. Los
animales deficientes en la PPA presentan ano-
malias motoras, que podrian tener su origen en
deficiencias nerviosas y/o musculares®®*. Adicio-
nalmente, estos animales también presentan otras
caracteristicas neuropatolégicas como neuroinfla-
macién® y fallos en la memoria a largo plazo®®*°#,
pero en ningdn caso una condicion patoldgica que
simule a la EA.

En conclusién, para las patologias de nuestro
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Proteina Proteina
nativa mal plegada
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l

Signos Clinicos

1V

MUERTE

Figura 2. Mecanismos propuestos para el dafio tisular causado por los agregados amiloides en los DCP. La pérdida de la
funciéon normal de la proteina, la ganancia de toxicidad de nuevas conformaciones y la induccién de procesos inflamatorios,
son los mecanismos propuestos de cémo los agregados proteicos ejercen su funcion en los DCP. Por una parte, estos cambios
conformacionales pueden resultar en la pérdida de las funciones fisiolégicas especificas de una proteina, evento que podria
causar dafos considerables en el organismo. Alternativamente, estos cambios estructurales pueden concluir en la produccién y
acumulacion de entidades toxicas, sensibilizando a la célula ante eventos de estrés que pueden terminar en su muerte. Ademas,
la nueva conformacién adquirida por estas proteinas puedeinteractuar con diferentes receptores de la superficie neuronal o con
elementos de la microglia y astrocitos, desencadenando cascadas transduccionales nocivas para la célula (ver texto). La combina-
toria de todos estos eventos, que desembocan en la muerte o disfuncién celular, posteriormente genera una descompensacion
tisular y sintomatologfa especifica, lo que en la gran mayoria de los casos potencia o concluye en la muerte del individuo.

interés, no es posible afirmar si la pérdida de
la funcién proteica es la causa de la progresion
patoldgica. Lo que es claro es que en ningtn caso
la ausencia de estas moléculas explica satisfacto-
riamente la sinaptotoxicidad y muerte neuronal
observadas. Es por ese motivo que la hip6tesis de
la ganancia de la toxicidad es la mds aceptada en
la actualidad.

Hipétesis de la ganancia de toxicidad

Una de las teorias fundamentales acerca de
la muerte neuronal en las EET y en otros DCP
senala a que la nueva conformacién adquirida
por la proteina involucrada podria tener efectos
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toxicos para la célula***. En la gran mayoria de los
DCP, la acumulacién del conférmero mal plegado
ejerceria la citotoxicidad observada'. En general,
la muerte celular en estas patologias puede ocurrir
por diversas rutas, sin embargo, la apoptosis es el
principal evento implicado*. Distintos trabajos
en modelos animales de EET muestran una clara
activaciéon apoptdtica®™*. Estos estudios han sido
complementados analizando tejidos obtenidos de
pacientes®, confirmando la existencia de molécu-
las caracteristicas de procesos apoptéticos.
Como ha sido descrito en muchos experi-
mentos realizados in vitro, la regién 106-126 de
la PrP se encuentra altamente relacionada con la
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neurotoxicidad en las EET""*%. Este fragmento es
rico en estructura 3 y es parcialmente resistente a
la accién de la proteinasa K, caracteristicas clasi-
camente asociadas a los priones infecciosos. Los
procesos de muerte celular relacionados con este
péptido estin relacionados a un aumento de los
niveles de Ca’* en el espacio citoplasmético*® y a
la despolarizacién de membranas, posiblemente
generada por la formacién de canales i6nicos™.
Estos eventos son seguidos por la activaciéon de
la calpaina y posterior disfuncién mitocondrial,
lo que concluye en la activacién de la caspasa-3°2.
Evidencia adicional sugiere que la PrP es capaz de
activar una respuesta reticular caracteristica ante
proteinas mal plegadas, la que finalmente desem-
boca en eventos apoptéticos®. Adicionalmente, los
fragmentos de BA (BA, y PA,)) fisiol6gicamente
relevantes con conformacién amiloidogénica han
sido reportados como citot6xicos®* 8. Asi como en
las EET, rutas similares de muerte celular han sido
asociadas al BA en la EA*>-62,

Analisis post mortem de cerebros de pacientes
afectados con las enfermedades de Alzheimer,
Creutzfeldt-Jakob e insomnio fatal familiar, mues-
tran que la deposicién proteica no se encuentra
siempre relacionada con la pérdida neuronal. El
hecho de si el responsable de la toxicidad celular
observada es realmente la acumulacién de la pro-
teina anémalamente plegada o un intermediario
soluble, atin se desconoce®. La identificacién
reciente de oligémeros como las particulas mds
nocivas en estas enfermedades ha abierto nuevas
puertas tanto para la investigacién basica como
en la bisqueda de nuevas estrategias terapéuticas
para combatir a estas enfermedades®*®.

Induccién de procesos inflamatorios

El sistema inmunoldgico juega un rol esencial
en el mantenimiento de la homeostasis tisular,
confiriendo al organismo proteccion frente a
agresiones tanto internas como externas. Las en-
fermedades neurodegenerativas se caracterizan,
en general, por la aparicién de un severo proceso
neuroinflamatorio®. En el cerebro, la mayoria de
las células inmunes residentes son las células mi-
crogliales (macréfagos), las cuales estdn en cons-
tante actividad”. Las células astrogliales, ademas
de tener funciones de soporte, también intervienen
en la respuesta inflamatoria. En consecuencia, la
microglia ylos astrocitos son las principales células
que participan en la respuesta neuroinflamatoria.
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Al inicio de la enfermedad, esta reaccion inflama-
toria es necesaria y beneficiosa para el organismo,
pero cuando ésta se produce de forma exacerbada
y/o crénica puede causar graves danos titulares e
incluso agravar el desarrollo de la enfermedad.

En particular, los agregados proteicos de BA'y
PrP%, son los responsables directos o indirectos de
la existencia de un proceso inflamatorio, determi-
nado por una activaciéon de la microglia y la poste-
rior produccién de citoquinas pro-inflamatorias,
asi como por la aparicidn de astrocitos reactivos,
que pueden generar productos téxicos que in-
ducen muerte neuronal, tales como citoquinas
inflamatorias, aminodcidos excitadores y especies
reactivas de oxigeno (ERO)""7.

Bajo condiciones fisioldgicas, la microglia se
encuentra en estado de reposo, asociado con la
produccién de factores anti-inflamatorios’. En
respuesta a laacumulacion o agregacion proteica,
la microglia se activa y es reclutada hacia la zona
donde se encuentran estos agregados’. Muchas
veces, esta respuesta inflamatoria involucra la
migracion de células circulantes periféricas al
cerebro. Después de la activacion, la microglia au-
menta la expresion de factores pro-inflamatorios
como citoquinas, quimioquinas y proteinas del
complejo mayor de histocompatibilidad, relacio-
nadas con la presentacion antigénica”. La correcta
activacion microglial, seguida de una apropiada
activacién linfocitaria, tiene efectos neuropro-
tectores, favoreciendo la fagocitosis de células
muertas, la eliminacién de productos de desecho
y la liberacién de factores que pueden promover
la sobrevida y desarrollo de neuronas™. Por el
contrario, sila activacidn es exacerbada o crénica,
las células del sistema inmune pueden producir
estrés oxidativo, provocando neurotoxicidad y
posteriormente, neurodegeneracién’. La micro-
gliosis se considera uno de los primeros cambios
que aparecen con el inicio de los DCP. En la EA,
se cree que la formacion del péptido BA desenca-
dena directamente la activacién microglial”. Por
este motivo, las zonas donde inicialmente se de-
posita el BA tanto en humanos como en modelos
animales son las que muestran mayor activacién
de células microgliales (neocorteza, hipocampo
y corteza entorrinal)’’#7%7, Esta activacién se
produce durante la transicion de una placa difusa
a una placa primitiva®, formas que adoptan los
agregados de BA conforme se desarrolla la enfer-
medad. El BA puede atraer y activar a la microglia,
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generando una acumulacién microglial alrededor
de los depdsitos® 2. Posiblemente, la microglia
actte de forma fagocitica para eliminar las placas
amiloidogénicas®**¢.

Por otra parte, la microglia puede expresar re-
ceptores de adhesiéon a A fibrilar, lo que conduce
alaliberacién de ERO, secreci6on de interleuquina-
1B (IL-1PB), IL-6, factor de necrosis tumoral-a y
quimioquinas’"**. Del mismo modo ocurre en
la activacién inmune tipica de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob®. La activacién de la microglia
y la posterior liberacién de factores relacionados
con la inflamacién son beneficiosas para frenar el
desarrollo de la enfermedad. La ausencia de mi-
croglia en modelos murinos de la EA provoca un
incremento en la formacion de placas amiloides
y muerte neuronal®.

Por otro lado, los astrocitos juegan un papel
esencial en el proceso inflamatorio que ocurre en la
EAyenlas EET, actuando de forma similar a como
lo hace la microglia. Estas células se concentran en
las regiones de depdsito de las placas de BA y PrP*,
secretando factores pro-inflamatorios, como cito-
quinas, prostaglandinas, leucotrienos, factores de
coagulacién, 6xido nitrico sintasa y ERO**®.. Su
infiltracién y acumulacién alrededor de las placas,
al igual que la microglia, permite la fagocitosis
de los péptidos amiloides®*, manteniendo un
balance entre la produccién y la eliminacién del
péptido. En la corteza entorrinal, en el hipocam-
po y en el subiculo de pacientes que padecen de
la EA, se ha encontrado una correlacién positiva
entre el nimero de placas amiloides y el ntimero
de astrocitos”, indicando la importante funcién
que estas células ejercen. En relacién a los ovillos
neurofibrilares formados por la proteina tau
hiperfosforilada, s6lo se han correlacionado con
la cantidad de astrocitos en la corteza entorrinal.
Adicionalmente, mientras que la densidad del nt-
mero de placas no se correlaciona con la severidad
dela EA, silo hace el numero de astrocitos inmu-
norreactivos tanto en la corteza entorrinal como
en el hipocampo®. Se ha descrito que la presencia
de IL-1 promueve la activacion de los astrocitos
mediante el ligando de CXCR3 en las patologias
producidas por priones®. Estos estudios muestran
que cambios en la expresion de ligandos CXC
pueden ser detectados en estadios asintomaticos
de las EET, lo que sugiere que estas quimioquinas
podrian ser factores importantes que promueven
la neurodegeneracién en las enfermedades desen-
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cadenadas por priones®®.

Aun se desconoce sila neuroinflamacién es una
consecuencia secundaria al proceso neurodegene-
rativo o es una de las causas que podrian provocar
su aparicién y desarrollo. La contribucién de la
neuroinflamacidn a la disfuncién y progresién de
estas enfermedades atin no ha sido completamen-
te estudiada, aunque gran parte de los estudios
realizados hasta el momento apuntan a que su
funcién es crucial en el proceso neurodegenera-
tivo. Por este motivo, se han realizado un gran
numero de investigaciones con el propésito de
analizar la posible relacién entre el uso de drogas
anti-inflamatorias y una menor probabilidad de
desarrollar algtn tipo de DCP, incluso, planteando
el uso de estos fairmacos como una posible terapia
para disminuir los sintomas asociados en la EA.
Datos epidemiol6gicos han mostrado una menor
prevalencia de la EA en pacientes medicados
regularmente con drogas anti-inflamatorias no
esteroideas (AINEs)*-1°!, Adicionalmente, analisis
experimentales han reportado una disminucién
tanto en la sintomatologia como en la acumula-
cién de placas amiloides en forma independiente
alaactividad de la ciclo-oxigenasa tras la adminis-
tracion de ibuprofeno!'®'%, Sin embargo, estudios
recientes muestran resultados contradictorios, po-
siblemente debido a que una adecuada respuesta
inmune, aunque no crénica, es beneficiosa en el
inicio de la enfermedad'*>'%.

Conclusiones

Se han propuesto multiples mecanismos por
los cuales los agregados proteicos conducen a los
danos tisulares y la posterior manifestacion clinica,
incluyendo la pérdida de la funcién normal de la
proteina, la ganancia en toxicidad de las nuevas
conformaciones y la induccién de procesos infla-
matorios. Actualmente, no se ha descrito ningtin
mecanismo que explique satisfactoriamente la
degeneracion tisular asociada a estos desdrdenes.
Es posible que la suma o acumulacién de estos
eventos sea la causa de la neurodegeneracién y la
posterior manifestaciéon clinica que en muchos
casos termina en la muerte del individuo.

Hoy en dia, se estan realizando grandes es-
fuerzos enfocados a combatir estas enfermedades.
Estos incluyen la inmunizacién activa o pasiva'®'1°
y estrategias no inmunoldgicas, como inhibidores
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de secretasas''' y compuestos anti-agregacion''?. La

manipulacién del sistema inmune con el propésito
de erradicar los agregados proteicos ha sido am-
pliamente estudiada como estrategia terapéutica
para la EA desde hace ya varios aios'. En este
momento, para las EET, las estrategias inmuno-
terapéuticas abarcan desde anticuerpos contra la
PrPse!%115 hasta la obtencién de células involucra-
das en la eliminacion de este agregado''. Adicio-
nalmente, en la EA, la inhibicién farmacolégica
de las enzimas responsables de la formacién del
BA (y- y B-secretasa) es una estrategia importante
para bloquear la produccién de este amiloide!!’.

El estudio de los mecanismos que regulan la
agregacion proteica, como también los efectos
téxicos de las proteinas implicadas en los DCP,
es crucial para desarrollo de terapias para tratar o
prevenir este tipo de enfermedades.
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