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Resumen

Los trastornos neurodegenerativos asociados al
envejecimiento son, por el momento, mortales e
incurables. Si bien todos ellos se caracterizan por la
agregacion de proteinas mal plegadas en el tejido
nervioso, la busqueda de mecanismos patoldgicos
comunes se dificulta debido a que no existe relacion
estructural o funcional aparente entre las proteinas
involucradas en cada enfermedad. Notablemente,
estudios recientes indican que el amiloide beta -
causante del mal de Alzheimer- ejerce su actividad
neurotoxica a través de la proteina pridn, responsable
a su vez del mal de Creutzfeldt-Jakob. Este
sorprendente  hallazgo revel6 que dolencias
clinicamente tan disimiles comparten mecanismos de
neurotoxicidad, y resalta la necesidad de comprender
cdmo la proteina prion activa las vias celulares y
moleculares que desencadenan la muerte neuronal.
Usando el modelo del pez cebra, nuestro laboratorio
ha demostrado que la proteina prion regula el
complejo mecanismo por el cual las cinasas de la
familia Src controlan la actividad de importantes
proteinas de comunicacion celular, y que esta
cascada celular se ve alterada en presencia del
amiloide beta. Con la base en estas observaciones, el
presente articulo examina el rol de la proteina prion y
las cinasas Src en la neurodegeneracion pridnica y de
Alzheimer.

Abstract

Age-related neurodegenerative illnesses are lethal
and incurable so far. Although all of them involve the
aggregation of misfolded proteins in nervous tissues,
the search for common pathological mechanisms is
hampered by the absence of structural or functional
relationships between the proteins involved in each
disease. Notably, recent studies indicate that beta
amyloid -the culprit of Alzheimer’s Disease- exerts
its neurotoxic activity via the prion protein, the
causing agent of Creutzfeldt-Jakob Disease. This
surprising finding revealed that diseases so clinically
dissimilar share mechanisms of neurotoxicity and
highlights the need to comprehend how the prion
protein activates the cellular and molecular pathways
that trigger neuronal death. Using zebrafish as a
model organism, our laboratory demonstrated that the
prion protein regulates the complex mechanism by
which Src family kinases control the activity of
important  proteins  involved in  cell-cell
communication, and that this cellular cascade
becomes altered in the presence of beta amyloid.
Taking these observations as a starting point, the
present article examines the role of the prion protein
and Src kinases in prion and Alzheimer’s
neurodegeneration.
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Introduccién

La creciente incidencia de males
neurodegenerativos asociados al envejecimiento es el
reflejo de un complejo fenémeno demogréfico con
dramaticas consecuencias socioeconémicas. A nivel
mundial, la notoria reduccion en las tasas de
fecundidad y morbilidad ha ocasionado el
envejecimiento de la poblacion en solo unas cuantas
décadas. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), hacia el afio 2050 el mundo albergara 400 y
2,000 millones de personas con mas de 80 y 60 afios,
respectivamente [1]. Este grupo humano, distribuido
principalmente en paises de ingresos bajos Yy
medianos, representara cerca del 22% de la poblacion
mundial. Para entonces se habra cuadruplicado el
nimero de adultos mayores discapacitados debido a
la demencia y otras enfermedades neuroldgicas que
requieren cuidados prolongados.

Si bien la degeneracién neuronal es considerada
una de las consecuencias tipicas del envejecimiento,
sus causas pueden ser muy variadas e incluyen
factores genéticos y ambientales, al punto de que
existe una asombrosa diversidad de trastornos
neurodegenerativos con distintas etiologias vy
manifestaciones  clinicas, incluso en edades
tempranas. Entre los mas conocidos se cuentan las
enfermedades de Alzheimer (AD, por sus siglas en
inglés), Parkinson (PD), Huntington (HD),
Creutzfeldt-Jakob (CJD), la Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ALS) y la Demencia Frontotemporal
(FTD), males que afectan diversos tipos de neuronas
y regiones del sistema nervioso [2]. No obstante,
estas claras diferencias, es notorio el hecho de que,
con muy pocas excepciones, la neurodegeneracion
estd asociada a la deposicion anormal de proteinas
mal plegadas en el tejido nervioso, fendmeno que se
evidencia con la aparicion de “cuerpos de inclusion”
extracelulares, citoplasmaticos o nucleares. Esta
observacién llevd a la conclusion de que la
agregacion de proteinas mal plegadas es
intrinsecamente patogénica, acufiandose el término
de “proteinopatias” para describir al conjunto de
enfermedades causadas por la acumulacion de
agregados proteicos. Sin embargo, muchos estudios
indican que la formacién de cuerpos de inclusion
puede ser disociada de la toxicidad y sugieren que
este proceso representa mas bien una respuesta de
proteccion de la célula y la fase final de un largo
proceso de agregacion cuya toxicidad se genera en

sus estadios iniciales [3]. Por ello es necesario
estudiar al detalle la biologia de las proteinas
agregadas para comprender como sus cambios
estructurales y funcionales pueden desencadenar los
eventos bioguimicos que conllevan a la muerte
neuronal. En particular, se hace imperiosa la
necesidad de identificar mecanismos comunes a la
mayor cantidad de dolencias neurodegenerativas
posible, con el fin de desarrollar estrategias
terapéuticas de amplio espectro.

Cada enfermedad  neurodegenerativa  se
caracteriza por la agregacion de un polipéptido
distinto. Asi, en la AD el amiloide beta (ApB) es la
proteina agregada, mientras que en PD es la a-
sinucleina, en CJD la proteina prién (PrP), en HD la
Huntingtina y en ALS la TDP-43. Una revision de
estas y otras proteinas involucradas en
neurodegeneracion revela que, aparte de su
propensidn al mal plegamiento y la agregacion, todas
ellas carecen de similitud estructural o funcional,
presentando incluso  diferentes patrones de
localizacion subcelular. Por ejemplo, el péptido AP
es producido principalmente en el medio
extracelular, la PrP estd anclada a la membrana
celular, la Huntingtina asociada a vesiculas y
microtdbulos, la a-sinucleina es citosdlica y la TDP-
43 es nuclear. Esta diversidad sugiere que diferentes
dolencias neurodegenerativas involucran vias de
neurotoxicidad distintas y que estas deben ser
abordadas por separado. Sorprendentemente, estudios
recientes hallaron que la PrP desempefia un papel
esencial en la neurotoxicidad causada por oligémeros
de AP [4-6], lo cual demuestra que la patogénesis de
la AD y el CJD comparten mecanismos moleculares.
Una asociacion similar ha sido reportada para la PrP
y la a-sinucleina en PD [7], sugiriendo que este tipo
de mecanismos podria ser relevante para otras
enfermedades neurodegenerativas. Estos hallazgos
revelan la importancia de la PrP como un socio
molecular  clave de  diferentes  moléculas
neurotdxicas. En este articulo revisaremos los aportes
de nuestro laboratorio a la comprension de la funcidn
fisioldgica de la PrP y su papel comdn en la
patogénesis molecular de los males pridnicos y AD.

PrP y males priénicos
Las enfermedades causadas por priones o

encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs,
por sus siglas en inglés) son un grupo de dolencias
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neuroldgicas raras y fatales que afectan a los seres
humanos y otros mamiferos. Si bien su etiologia
puede ser esporadica, hereditaria 0 adquirida,
frecuentemente estdn asociadas a la acumulacion
cerebral de PrP mal plegada y a la aparicion de
extensas lesiones neurodegenerativas al cabo de
largos periodos de incubacién que pueden durar hasta
décadas [8]. Los rasgos histopatoldgicos clasicos de
las TSEs son la vacuolacion espongiforme, pérdida
neuronal y gliosis astrocitica, en tanto que las
principales manifestaciones en humanos incluyen
demencia progresiva, ataxia cerebelar y mioclonus
[9]. La historia de estas enfermedades se remonta a
los afios 1700s cuando se describié en Inglaterra el
scrapie, una condicion neuroldgica propia de cabras
y ovejas [10]. Las TSEs méas comunes en humanos,
la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y el sindrome de
Gerstmann  Strdaussler Scheinker (CJD y GSS,
respectivamente por sus siglas en inglés), fueron
descubiertas doscientos afios mas tarde (1920s y
1930s, respectivamente) [11]. Desde entonces, los
males pridnicos han hecho fascinantes apariciones en
la literatura médica. En los 1950s se report6 el kuru,
una extrafia enfermedad neurolégica que afectaba a
las mujeres y nifios de una tribu en Papla-Nueva
Guinea, y que era transmitida por medio de rituales
canibalisticos [9]. En 1982, Stanley Prusiner
sorprendi6 al mundo con el extraordinario
descubrimiento de que el scrapie era transmitido por
priones, novedosos agentes infecciosos carentes de
acidos nucleicos y conformados exclusivamente por
la forma anormal de una proteina propia del huésped,
PrPS¢ [12-14]. En los 1990s, las TSEs estuvieron una
vez més en el foco de la atencién publica cuando
millones de cabezas de ganado europeas fueron
sacrificadas para erradicar un brote masivo del mal
de las vacas locas, una epizootia provocada por los
humanos que se extendié a estos bajo el nombre de
enfermedad variante de CJD (vCJD) [9].

Lejos de ser un agente patégeno externo, la PrP
es un constituyente usual de la superficie celular, una
molécula que se produce normalmente en el cerebro
y muchos otros tejidos. Lo que la diferencia de otras
proteinas es su singular capacidad de asumir una
conformacion estructural con fuerte tendencia a auto-
propagarse y agregarse para formar priones
infecciosos [15]. Asi, la PrP co-existe en dos
isoformas estructurales codificadas por el mismo
gen: la PrP celular o PrP€, y la andmala PrP scrapie o
PrPS¢ [16]. Curiosamente, a pesar de que los priones
pueden acumularse en diferentes tipos celulares, es
solamente en las neuronas donde provocan la muerte
celular. Quizéds las preguntas méas esquivas de la
biologia de priones se refieren al rol fisioldgico de la
PrPC y a los mecanismos celulares por los cuales los

priones infligen dafio cerebral. La tarea de
desentrafiar el rol natural de la PrP¢ fracasé por
mucho tiempo debido a la escasez de fenotipos en
ratones knockout carentes de PrP [17]. Si bien este
fendmeno puede ser explicado por mecanismos de
compensacion genética [18], no esta claro hasta qué
punto  otras proteinas  pueden  reemplazar
funcionalmente a la PrP® [19]. Nuevos y mas
recientes andlisis en ratones knockout para PrP han
revelado defectos muy sutiles en la mielinizacion de
axones y la funcion olfatoria, asi como en la
proliferacion de precursores neurales y la
autorenovacion de células madre hematopoyéticas
[20-23]. Desafortunadamente, la base molecular de
estos fenotipos no ha podido ser esclarecida.
Afadiendo complejidad al asunto, muchas de las
diferentes funciones y socios de interaccion que han
sido propuestos para la PrPC carecen de relevancia
para la fisiologia neuronal y/o la neurodegeneracion.

Entre los diversos roles moleculares atribuidos a
la PrP€, su capacidad de iniciar sefiales intracelulares
es congruente con su localizacion en la superficie
celular y con su participacion en roles tan variados
como adhesion celular, activacion de linfocitos,
neuroproteccion 'y funcion sinaptica [24]. La
importancia de las sefiales celulares impartidas por
PrP fue elegantemente demostrada por Bruce
Chesebro y colegas, quienes utilizando ratones
transgeénicos descubrieron que, sin el anclaje a la
membrana celular, la PrP¢ puede convertirse en Prps
y agregarse, pero sin inducir dafio neuronal [25]. Un
gran numero de proteinas de transmembrana e
intracelulares cooperan con PrP¢ en la transduccion
de sefiales al interior de la célula [26]. De ellas, las
proteinas tirosina cinasas de la familia Src (SFK, por
sus siglas en inglés) son de gran interés en la
neurobiologia debido a su expresién en neuronas y su
conexiéon con procesos nheurodegenerativos. Por
ejemplo, en células en cultivo y ratones, las
infecciones pridnicas elevan los niveles de la cinasa
Src y proteinas fosforiladas en residuos de tirosina
[27,28]. Més aun, la cinasa Fyn -otro miembro del
familia SFK- es selectivamente sobreexpresada en
cerebros de pacientes con mal de Alzheimer [29] y
cataliza la hiperfosforilacion de la proteina Tau [30],
cuya agregacion y asociacion a microttbulos también
contribuyen a la neurodegeneracion.
Coincidentemente, la sobreexpresion de Fyn
desencadena dafio sinaptico en modelos de
Alzheimer murinos [31], mientras que su knockdown
reduce la fosforilacion de Tau, eleva de los niveles de
aP y provoca déficits de aprendizaje espacial [32].
Estos hallazgos evidencian la participacion de las
SFKs en vias neurotOxicas que son comunes a
multiples condiciones neurodegenerativas.
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PrP, SFKs y el control de complejos de adhesion
celular

La capacidad de la PrP¢ de inducir la activacion
de la cinasa Fyn fue demostrada por primera vez por
Sophie  Mouillet-Richard 'y colegas utilizando
técnicas de reticulacion con anticuerpos en células
del linaje neuronal 1C11 [33]. Si bien este hallazgo
implicaba un rol de la PrP en la transduccion de
sefiales  celulares, la falta de fenotipos
correspondientes en ratones knockout para PrP
sugeria que estas sefiales carecian de relevancia
fisiologica [34]. La evidencia en contra de esta
conclusién llegd inesperadamente de un modelo
animal no mamifero, el pez cebra. Por medio de
estudios de pérdida de funcion en embriones
tempranos, nuestro grupo hallé que la PrP¢ puede
reclutar Fyn hacia puntos de contacto celular para
indirectamente promover la estabilidad de la
molécula de adhesion E-cadherina en la membrana
celular [35]. En un estudio mas reciente, elucidamos
el mecanismo molecular detrds de esta via de
regulacion [36].

Durante la gastrulacidn, los contactos celulares en
el embrion son remodelados constantemente via la
remocion y entrega controlada de moléculas de E-
cadherina en la membrana celular, donde se asocian
con cateninas y el citoesqueleto de actina para formar
complejos multiprotéicos estables conocidos como
adherens junctions (AJs) [37]. Nuestros analisis de
trafico de proteinas en experimentos de pérdida y
ganancia de funcion revelaron que la PrP° estabiliza
a la E-cadherina en la membrana celular al prevenir
su endocitosis mediada por clatrina y subsecuente
degradacién. En concordancia con ello, embriones
carentes de PrP® acumularon  E-cadherina
intracelularmente, perdieron cohesion tisular vy
sufrieron el arresto letal en su desarrollo (Figura 1a).
Por el contrario, embriones que sobre-expresaban
PrP¢ de peces o de mamifero acumularon E-
cadherina  en la.  membrana  plasmatica,
experimentaron compactacion tisular y disrupcion
por dafio mecanico [36]. Varias de nuestras
observaciones indican que estos fenotipos
embrionarios de PrP son mediados por Fyn y por
Yes, otro miembro de las SFKs. En primer lugar, la
inactivacion simultanea de Fyn y Yes produjo un
fenotipo embrionario idéntico al de la pérdida de la
funcién de PrP tanto a nivel celular como molecular,
sugiriendo que estas cinasas acttan a lo largo de la
misma via genética que PrP. Segundo, la co-
expresion exdgena de Fyn y de Yes rescato
eficientemente el fenotipo embrionario de pérdida de
funcién de PrP, indicando que su funcion esta
downstream (supeditada a la) de PrP. Tercero, la

eficiencia de los rescates por Fyn y Yes se
correlacionan con su actividad enzimatica, ya que las
cinasas mutantes constitutivamente activas son méas
eficientes en el rescate que las cinasas silvestres. Mas
aun, los niveles de Fyn y de Yes activadas se reducen
en embriones carentes de PrP y aumentan por
sobreexpresion de PrP. La activacion directa de SFKs
por interaccion fisica con la PrP es poco probable
porque esta se ancla a la cara externa de la membrana
celular a través de una cola glicosilfosfatidilinositol
(GPI) y por lo tanto tiene acceso muy limitado al
espacio citosolico donde residen y funcionan las
SFKs. Nuestros datos biogquimicos sugieren mas bien
que la PrP potencia la actividad de las SFKs
indirectamente, al menos de dos maneras: 1)
induciendo su coalescencia y activacion cruzada o
por medio de moléculas adaptadoras de
transmembrana y 2) evitando la degradacion
preferencial de sus formas activas. Este Ultimo
fendmeno pudimos observarlo en embriones carentes
de PrP, donde las formas activas de Fyn y Yes se
vieron significativamente reducidas comparadas con
sus formas inactivas. Adicionalmente, diversas
proteinas de transmembrana capaces de interactuar
simultdneamente con la PrP y SFKs pueden servir de
adaptadores [4,36].

La actividad moduladora de la PrP sobre Fyn y
Yes explica de manera plausible nuestros fenotipos
PrP de adhesion embrionaria en el pez cebra ya que
las SFKs son conocidos reguladores de la estabilidad
de cadherinas en la membrana celular [38]. Por
ejemplo, estudios clasicos en lineas celulares
tumorales han establecido que la sobre-activacion de
SFKs elimina la adhesion celular al aumentar la
fosforilacion en tirosina de B- y pl20 cateninas,
interrumpiendo su interaccion fisica con la E-
cadherina y provocando la internalizacién de Als
[39,40]. Es importante resaltar que en nuestros
experimentos, la activacion de SFKs por la PrP
indujo la fosforilacion de cateninas pero no la
disociacion e internalizacion de AJs [36]. En cambio,
la actividad de las SFKs fue requerida para mantener
la estabilidad de las AJs. Estas observaciones
aparentemente contradictorias concuerdan con las
crecientes evidencias de que cuando las SFKs acttan
a niveles fisioldgicos (como en nuestros
experimentos) promueven la adhesion por cadherinas
mientras que cuando actlian a niveles anormalmente
altos (como en células transformadas), la inhiben
[38]. Notablemente, nuestros experimentos tanto de
pérdida como de ganancia de funcién de PrP indican
qgue Fyn y Yes bloguean la endocitosis de E-
cadherinas independientemente de la fosforilacion de
cateninas, probablemente a través de la fosforilacion
directa de E-cadherina en AlJs, similar a lo observado
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en cultivo celular [41]. Nuestros estudios mas
recientes demuestran que, de manera analoga a lo
observado durante la gastrulacion, la pérdida de PrP°®
durante el desarrollo neuronal induce la inactivacion

de Fyn y Yes, y la internalizacion de N-cadherina en
complejos de adhesion neuronales (Figura 1b,
Malaga-Trillo y Ochs, en preparacion).

A Control PrP-1 KD
Ly 3
«D. pérdida de
gastrula a adhesion celular
(6 hpf) WB:pSrcY416
o 62-wm— w— ——Vcs
inactivacion 50- ~—Fyn
de Prp-1 —Pp
WB:actina 43- v e
inactivacion de internalizacion de
kinasas Src E-cadherina
faringula kDa fallas en
(24 hpf) diferenciacion
WB:pSrcY416 62-wmme =« —Yes ¢ neloal
50- — ~—Fyn .
inactivacion >
de PrP-2

WBiacting 437 - —

inactivacion de
kinasas Src

internalizacion de
N-cadherina

Figura 1. Fenotipos de pérdida de funcién de PrP en embriones de pez cebra. A) Durante la gastrulacion, la pérdida de funcién de
PrP-1, una de las dos proteinas prién ortélogas del pez cebra, induce la inactivacién de las cinasas Fyn y Yes, con la consiguiente
internalizacion de E-cadherina y la pérdida de adhesion en el tejido embrionario. B) De modo similar, durante el desarrollo neuronal, la
pérdida de funcion de PrP-2, la proteina prién neuronal del pez cebra, conlleva a la reduccién de la actividad de Fyn 'y Yes y fallas en el
crecimiento y diferenciacion neuronal debido a la internalizacion de N-cadherinas. Los Western blots (WB) de A y B (centro) muestran la
deteccion de las cinasas Fyn y Yes activadas (pSrcY416 = fosforiladas en tirosina 416) comparadas a los niveles control de actina. Las
microfotografias (derecha) muestran la correlacién entre los fenotipos morfolégicos de PrP-1 o -2 y la internalizacion de E- (verde) y N-
cadherinas (rojo) detectadas por microscopia confocal e inmunofluorescencia in situ; el marcaje de neuronas motoras en B corresponde a
la expresion de proteina fluorescente verde transgénica (GFP) en las neuronas de estos embriones (cepa transgénica HB9::GFP). KD =

knockdown, hpf = horas post-fertilizacion.

El mal de Alzheimer y la contribucién de PrP y
SFKs a su patogénesis

La enfermedad de Alzheimer es la mas conocida
de las diversas y cada vez menos raras dolencias
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento.
Hacia el afio 2009, el 10% de la poblacion adulta
mayor en el mundo padecia AD, dolencia que
representa el 70% de todas las demencias seniles. El
costo global generado por estos males el afio 2010 se
estimé en $605 mil millones, monto equivalente al
1% del PBI promedio mundial [42]. Por persona, el
costo estimado es de $868, $3,109, $6,827 y $32,865
dolares estadounidenses en paises de renta baja,
media baja, media alta y alta, respectivamente. En las
préximas décadas, dichos costos aumentardn

dramaticamente debido a
crecimiento econémico.

las proyecciones de

Descrita por primera vez en el afio 1906 por el
psiquiatra aleman Aloys Alzheimer, esta patologia
incurable es hoy la causa mas comdn de demencia.
Su principal manifestacion clinica es la pérdida
progresiva de la memoria de corto plazo seguida por
deterioro cognitivo, alteraciones del lenguaje vy
trastornos de la personalidad. En estadios severos de
la enfermedad los pacientes sufren discapacidad y
aislamiento, pierden el control de sus funciones
corporales y se wvuelven muy dependientes. La
duracion promedio es de siete a diez afios y el
desenlace inevitable es la muerte. La pérdida de
facultades mentales es resultado directo de la atrofia
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cerebral, en particular la pérdida de neuronas en
areas del cerebro criticas para la actividad cognitiva
como la corteza entorrinal, el hipocampo y la
neocortex [43].

Entre las variadas hipotesis moleculares que
intentan explicar la enfermedad, las méas aceptadas
atribuyen la muerte neuronal a la acumulacion de
placas amiloides de péptido AP y ovillos
neurofibrilares de proteina Tau hiperfosforilada [44].
El péptido AB es un polipéptido de 38-43
aminoacidos que resulta de la escision anormal de la
proteina precursora de amiloide (APP, por sus siglas
en inglés). Se acumula en el espacio extracelular del
cerebro, en donde tiende a formar grandes agregados
insolubles que contienen oligémeros y también
formas fibrilares con estructura hoja plegada B. Si
bien la aparicion de placas amiloides es el rasgo mas
conspicuo en cerebros con AD, hoy es ampliamente
reconocido que la especie neurotéxica predominante
son los oligomeros de af, y que estos empiezan a
causar dafio neuronal décadas antes de la aparicion
de las placas amiloides y de las primeras
manifestaciones clinicas de la enfermedad [43]. Otro
proceso clave en la neurodegeneracion de AD es la
excitotoxicidad inducida por la sobre-activacion del
receptor de glutamato NMDAR, el cual provoca un
flujo excesivo de calcio intracelular que culmina con
la muerte neuronal [45]. Hasta hace pocos afios, no
era claro como la interaccion de oligébmeros de AR
con la membrana neuronal podia desencadenar
excitotoxicidad por glutamato [46]. Como veremos
maés adelante, es en este punto en donde los estudios
sobre sefializacion por PrP® han aportado
informacion muy valiosa. Por otro lado, Tau es una
proteina neuronal cuya funcién normal es asociarse a
microtibulos y estabilizarlos [47]. Durante el
desarrollo de AD, Tau se hiperfosforila, se disocia de
los microtibulos y da inicio a un proceso de
agregacion al interior de la célula, formando ovillos
neurofibrilares (NFT, por sus siglas en inglés). A
semejanza de las placas de AP, los NFT poseen un
alto contenido de estructura hoja plegada B y su
acumulacion se correlaciona con el dafio neuronal y
el avance de la enfermedad [43]. Sin embargo, los
esfuerzos por detener la formacién de depdsitos de
AP y Tau no han tenido éxito terapéutico hasta el
momento, en parte porque estos son propios de la
fase tardia de la enfermedad, cuando el dafio cerebral
es irreversible [48].

Existen similitudes evidentes entre la patogénesis
de los males priénicos y AD, como por ejemplo el
mal plegamiento y la agregacion de proteinas
neuronales, la formacién de placas amiloides en el
cerebro, el dafio sindptico y la neurodegeneracion

progresiva [49]. Sin embargo, la ausencia de
relaciones estructurales y funcionales entre la PrP y
el péptido AP o la proteina Tau mantuvo por varios
afios vigente la nocion de que los agregados de estas
proteinas causan neurodegeneracién por medio de
vias moleculares diferentes. Esta interpretacion fue
finalmente refutada por el notable hallazgo de que
PrPC intermedia la disfuncion sinaptica inducida por
oligomeros de AP [6]. En una serie de elegantes
experimentos, Stephen  Strittmatter y colegas
demostraron que, en la superficie de neuronas
hipocampales, PrP¢ funciona como receptor de
oligomeros AP y que -al igual que en nuestros
embriones de pez cebra- es capaz de activar la cinasa
Fyn [5,6]. En sus ensayos, esta interaccion indujo la
hiperfosforilacion del receptor de glutamato
NMDAR, bloqueando su endocitosis y sobre-
activandolo transitoriamente en la membrana
plasmatica. La permanencia prolongada del receptor
activo en la membrana post-sindptica indujo la
liberacion  excesiva de Calcio intracelular,
sobreexcitando a las neuronas y causando su muerte.
Procesos de excitotoxicidad por glutamato como
este, son clave no solo en AD sino también en
trastornos pridnicos [50] y otras neurodegeneraciones
letales como PD, HD y ALS [51,52]. A nivel
molecular, cabe resaltar que en la cascada AB-PrPC,
Fyn estabiliza al receptor NMDAR al fosforilar su
sub-unidad NR2B, tornandola inaccesible al
adaptador de clatrina AP-2 y la maquinaria
endocitica [53].

Desde un punto de vista mecanistico, la
desregulacién  del receptor NMDAR como
consecuencia de la interaccion entre oligbmeros de
AP y PrP€ neuronales guarda notable similitud con la
modulacién de las AJs por PrP en la gastrula del pez
cebra: en ambos casos, la endocitosis de importantes
proteinas de transmembrana (NR2B y E- o N-
cadherinas, respectivamente) se ve bloqueada por la
fosforilacion en tirosina de sus colas citoplasmaticas,
mediada por SFKs e inducida por PrPC. Por ello,
planteamos dos hip6tesis. En primer lugar,
postulamos que -por extension- la estabilidad de AJs
en la gastrula del pez cebra también se veria afectada
por la exposicion a péptidos AP. Notablemente,
observamos que la adicion exdgena de oligémeros de
AP humanos provocd en tan solo una hora la
activacion de SFKs y la sobre-regulacion de de E-
cadherina, de modo PrP®-dependiente [36]. Dado el
rol crucial de cadherinas en el ensamblaje y
funcionamiento de sinapsis [54,55], este resultado
sugiere que la alteracion de la cascada
PrP/SFK/cadherinas por AP contribuye a la
disfuncién sindptica en AD. De hecho, en neuronas
corticales, la inhibicién de N-cadherinas acelera el
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efecto deletéreo de AP sobre las sinapsis excitatorias
[56]. En segundo lugar, postulamos que la exposicién
del sistema nervioso embrionario a péptidos AP
alteraria la funcion de SFKs, N-cadherina y el
NMDAR. Para ello, micro-inyectamos oligomeros de
AP humanos en el cerebro de embriones en estadio
faringula y por medio de inmunofluorescencia
verificamos que los oligdmeros ya se habian
adherido a las neuronas al cabo de tan solo dos horas,
provocando degeneracion de axones (Figura 2,
Malaga-Trillo y Ochs, en preparacion). Ensayos

A

NeuroD::GFP

anti-apo

Control
1 dpf

19

combinados de inmunofluorescencia y Western blot
revelaron que la exposicion a AP modifico la
actividad de SFKs neuronales de modo Prp¢-
dependiente, alterando simultdneamente los niveles y
localizacién de E-cadherina, N-cadherina y los
receptores NMDAR y AChR (Fig. 2). Aunque los
andlisis detallados de fosforilacion de tirosinas estan
aun pendientes, estos experimentos concuerdan con
la nocion de que el péptido AP afecta
simultaneamente la adhesion celular y la
neurotransmision a través de PrP¢ y SFKs.

a-BTX DAPI Fusion

NeuroD::GFP (control)

+afo

Figura 2. Efecto del Ap humano sobre el desarrollo de neuronas embrionarias de pez cebra. A) En embriones de la cepa transgénica
NeuroD::GFP, que expresan abundante proteina fluorescente verde en ganglios craneales y de la linea lateral, la microinyeccién
intracerebral de oligomeros de AB (ABo) humano a las 24 hpfresulta en su rapida incorporacion en cuerpos neuronales (marcaje en rojo
por anticuerpos anti- ABo), asi como en la reduccion de la expresion del receptor AChR (marcaje en cyan por bungarotoxina, BTX) al
cabo de dos horas; el marcaje azul corresponde a la contratincion de nicleos celulares con DAPI). B) Al cabo de 49 hpf, embriones
tratados con ABo muestran la deformacion del ganglio de la linea lateral, asi como la degeneracién de sus axones (retraccion y
fragmentacion). Las imagenes en Ay B son microfotografias confocales de inmunotinciones in situ; hpf = horas post-fertilizacion.

Efectos simultaneos de las SFKs en mudltiples
alteraciones de neurotransmision inducidos por
AP y priones

Tanto nuestros estudios como los de Strittmatter y
colegas concluyen que Fyn es un componente

esencial de la neurotoxicidad causada por el péptido
AP y la PrPC. Por un lado, modula la expresion en la
membrana celular de cadherinas y el NMDAR, y por
el otro contribuye también a la hiperfosforilacion de
Tau, la cual a su vez moviliza a Fyn hacia regiones
dendriticas (post-sindpticas), aumentando asi su
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probabilidad de interaccién con el receptor NMDAR
[57]. Incluyendo a Fyn, Yes y Src, cinco SFKs
distintas se expresan en neuronas y tienen la
capacidad de fosforilar y controlar la funcion de
numerosos  blancos moleculares de manera
redundante  [58,59]. Por ello  propusimos
recientemente que las SFKs pueden amplificar los
efectos neurotoxicos de AP mas alla de su
demostrado efecto sobre cadherinas y el NMDAR
[60]. En particular, el control de la endocitosis de
proteinas por medio de sefiales de fosforilacion es un
mecanismo regulatorio muy frecuente por el cual las
SFKs influencian la actividad de importantes
moléculas de membrana como receptores neuronales,
canales iénicos y transportadores de
neurotransmisores [61]. Por lo tanto, a través de las
SFKs, el péptido AP tiene la posibilidad de secuestrar
la funcion de una amplia red de moléculas
neuronales, provocando dafio  sinaptico y
neurodegeneracién [60,62]. Por ejemplo, la pérdida
de neuronas colinérgicas -un evento conspicuo en la
patogénesis de AD- esta asociada a una reduccion en
los niveles del neurotransmisor acetilcolina (ACh) y
a la alteracién funcional de su receptor nicotinico
(nAChR) [63]. Notablemente, SFKs fosforilan y
modulan la actividad del nAChR [64,65], cuya
endocitosis dependiente de dinamina requiere la
actividad de Src [66]. A diferencia de las vias de
neurotransmision  excitatorias  glutamatérgicas y
colinérgicas, la neurotransmision inhibitoria via
acido gamma-aminobutirico (GABA) se ve poco
afectada en AD y las neuronas GABAérgicas parecen
ser mas resistentes a la neurodegeneracion que sus
contrapartes excitatorias [67]. Sin embargo, trabajos
recientes encontraron niveles reducidos de GABA y
alteraciones funcionales en los receptores GABAA de
pacientes con AD [68]. Tales alteraciones incluyen la
remodelacion funcional de los receptores GABAA
por medio de la reduccion en los niveles de sus sub-
unidades [69]. Notablemente, una de estas
subunidades (y2) posee una secuencia de regulacion
endocitica cuya fosforilacion a cargo de Fyn bloquea
su acceso a AP-2 y previene la endocitosis mediada
por clatrina de receptores GABAa, potenciando con
ello la inhibicién sinaptica [70-72]. Este mecanismo
es completamente analogo a aquel por el cual Fyn
estabiliza la subunidad NR2B del receptor NMDAR
en superficies neuronales. ¢Pueden entonces los
oligomeros de AP  alterar también la
neurotransmision colinérgica y GABAérgica a través
de PrP¢ y Fyn, tal como afectan la neurotransmision
glutamatérgica mediada por el receptor NMDAR?
Esta posibilidad ain no ha sido examinada
experimentalmente  pero  proporcionaria  una
explicacion alternativa para el aumento concomitante
de la actividad de los receptores de GABAérgicos y

glutamatérgicos observado en pacientes con AD, y a
menudo  interpretada  como un  mecanismo
compensatorio de comunicacidon cruzada para
prevenir y mitigar la excitotoxicidad por glutamato
[68].

A partir de estos datos podria inferirse que, si
PrPC activa a las SFKs y éstas a su vez alteran la
funcion de los receptores NMDAR, GABAa ¥y
AChR, entonces estos neuroreceptores podrian verse
afectados por la inactivacion de la PrP y/o las
infecciones prionicas. Existe evidencia experimental
al respecto, aunque por el momento indirecta y
carente de enfoques mecanisticos que la conecten
con la regulacion del trafico endocitico mediado por
SFKs. Por ejemplo, registros electrofisiologicos en
ratones knockout carentes de PrP revelan
anormalidades en la transmisién glutamatérgica y
GABAérgica del hipocampo y el bulbo olfatorio
[21,73,74]. Por otro lado, analisis
inmunohistoquimicos de muestras de cerebro,
cerebelo, y corteza entorrina de pacientes con CJD
muestran alteraciones en los niveles de expresion de
sub-unidades de receptores NMDA y GABA vy
AMPA, en correlacion parcial con la acumulacién de
priones, pérdida neuronal y degeneracion
espongiforme [75]. De manera similar, ratones
inoculados con scrapie y priones de pacientes con
CJD experimentaron la pérdida selectiva y severa de
neuronas corticales GABAérgicas [76]. A diferencia
de AD, no se ha reportado dafios a neuronas
colinérgicas en pacientes con CJD o en animales
infectados con priones. Sin embargo, es probable que
la PrP cumpla un papel en la modulacién de la
actividad colinérgica, ya que co-localiza con el
NAChR en placas neuromusculares (NMJs, por sus
siglas en inglés) de humanos y ratones y potencia la
liberaciéon de AChR [77,78]. De hecho, datos
bioguimicos de tejidos humanos y células en cultivo
indican que PrP® interactda con las subunidades o7 y
B4 del nAChR en complejos macromoleculares
[79,80]. Nuestros andlisis en embriones de pez cebra
son congruentes con estos experimentos. Por
ejemplo, en neuronas motoras de la espina dorsal
observamos una fuerte co-localizacién de SFKs
activadas, AChR y NR2B fosforilada en NMJs
positivas para PrP (Mélaga-Trillo y Ochs, en
preparacion). Al inactivar la PrP, se redujeron los
niveles de SFK activadas y neuroreceptores en estos
sitios post-sindpticos y se desorganizaron sus
patrones de distribucion, al mismo tiempo que los
axones mostraban defectos en elongacion vy
ramificacion. Estos resultados son congruentes con la
nocién de que la PrP promueve la actividad de
nNAChRs en las NMJs a través de fosforilaciones
mediadas por SFKs. En suma, la evidencia
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experimental disponible sugiere que la estabilizacion
de neuroreceptores en la membrana celular, mediada
por PrP y SFKs, es un mecanismo fisiol6gicamente
relevante y con profundas implicancias para la
patogénesis de males y pridnicos y AD.

La existencia de mecanismos de fosforilacion
para regular la endocitosis de neuroreceptores y
proteinas de adhesion nos ofrece una posibilidad
interesante de desarrollar o encontrar nuevos
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