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1 RESUMEN

El factor de transcripcion Nrf2 (nuclear erythroid related factor 2) ! es una proteina que regula
y coordina las respuestas celulares frente al estrés ambiental. Nrf2 promueve la expresion de
moléculas antioxidantes e inhibe la transcripcion de genes que fomentan la inflamacion. 2

Se ha demostrado que la regulacidn al alza o a la baja de esta molécula esta relacionada con
numerosas patologias de interés actual, como diabetes mellitus tipo 2, demencia, alzheimer,
cancer, enfermedades cardiovasculares, patologias neurodegenerativas vy diversas
enfermedades autoinmunes. !

En este trabajo queremos poner de manifiesto la relaciéon entre la proteina NRF2 y el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer (Alzheimer’s Disease, AD), relacionando la cascada de
sefializacion NRF2/KEAP1 con dos biomarcadores basicos de la enfermedad: la proteina Tau y
la proteina beta-amiloide.

Palabras clave: Nrf2, Nrf2/KEAP1, Alzheimer, Tau, Beta-amiloide

2 ABSTRACT

Transcription factor Nrf2 or gen “NFE2L2” (nuclear factor erythoid 2 related factor 2) is a
protein that regulates and coordinates celular responses to environmental stress. Nrf2
promotes the expression of antioxidant molecules and suppreses the transcription of pro-
inflammatory genes.

It’s been noted that upwards or downwards regulation of this transcription factor is related
to numerous pathologies of actual interest, such as type Il diabetes mellitus, dementia,
Alzheimer’s Disease, cancer, cardiovascular diseases, neurodegenerative pathologies and
several autoinmune diseases.

In this work we want to manifest the relationship between Nrf2 and AD, relating the
Nrf2/Keapl pathway with two main biomarkers present in AD: proteins Tau and B-amyloid.

Key words: Nrf2, Nrf2/Keap1, Alzheimer, Tau, B-amyloid
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También estd presente en procesos como: regulaciéon positiva de la angiogénesis y la
coagulacién sanguinea, regulacién negativa de la cascada de sefializacién apoptética y de la
diferenciaciéon de células madre hematopoyéticas.
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Fig. 2. Mecanismos de regulacion de la actividad de la proteina Nrf2.

Esta proteina interviene a tantos niveles metabdlicos que requiere un sistema muy complejo
y multifactorial de regulacion (Fig.2.) °.

Nrf2 dimeriza con la proteina sMAF. Este heterodimero une a elementos de respuesta
antioxidante o electrofila (AREs), localizados en las regiones reguladoras de numerosos genes
de enzimas citoprotectoras. De esta manera, Nrf2 es capaz de activar un amplio rango de
procesos defensivos celulares 3.

Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) es una subunidad adaptadora de la ubiquitin
ligasa E3, actia como un sensor para el estrés oxidativo, de manera que en condiciones
basales permite la ubiquitinacion de Nrf2 y en presencia de estrés ambiental ésta se inhibe. ©.
Es decir, Keapl es un regulador negativo de Nrf2 7, y el mecanismo principal por el que se
inhibe su actividad.

En ausencia de estrés, el Nrf2 localizado en el citoplasma celular es ubiquitinado eficaz y
especificamente por la ligasa Keapl-Cul3 E3, y consecuentemente degradado por el
proteasoma 2.



Under Basal Conditions ENDA SO— 18 »

Cull Dissociation

c“l.!l—r%\_ Keap1 monomer . mmm’. Cys1st—y ﬂ '
I 'n U | Oxidation and Electrophiles | "™ &
‘ \!

cys27

High affinity |

K
Posvible Mechanism 2

Hinge and Latch Model

-

mlx g 265 Protesome
o~ M

7K
Ubiquitination Nrf2 degradation

Possible Mechanism 3;

Conformational Cycling Model
Under Stress Conditions
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Al estar expuesto a estrés oxidativo, Keapl pierde la capacidad de ubiquitinar Nrf2,

permitiendo que éste acceda y se acumule en el nucleo y active genes objetivo que contengan
AREs 21,

El correcto funcionamiento de la cascada de sefalizacién Nrf2-Keap1-ARE es esencial para
proteger a las células del estrés oxidativo, que ocurre de forma constante en los organismos.

El desequilibrio de esta via ya sea al alza o a la baja conlleva muchos problemas metabdlicos
y aparicion de enfermedades 1,8.

La sobreexpresidon de Nrf2, ya sea por fallo del sistema de degradacidn a nivel de Keapl o del
proteasoma, o por sobreexpresién de la propia molécula, produce un exceso de mecanismos
de defensa antioxidantes, retardo de la apoptosis y multiplicacidn de la proliferacion y el
metabolismo celulares. Todo ello facilita la aparicidn de células tumorales, que ademads serian
altamente resistentes a las terapias oncoldgicas empleadas en la actualidad, ya que

NRF2-addicted cancer cell f B - NRF2-addicted cancer cell

Normal cell Normal cell

Fig. 4. Diferencia en la activacion de Nrf2 entre células normales y células cancerigenas “adictas” a Nrf2.
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mantendrian la sobreexpresion del sistema de defensa Nrf2, protegiendo asi a las células
cancerigenas de la accién oxidativa del tratamiento 3.

La deficiencia de Nrf2 trae consigo fallos en los procesos antioxidantes y antiinflamatorios
basicos de las células °, de manera que se desarrollan y/o exacerban enfermedades
relacionadas con estos procesos; incluyendo: envejecimiento celular prematuro, otros tipos
de cdéncer, enfermedades neurodegenerativas (AD, Parkinson), diabetes, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), aterosclerosis, esclerosis multiple, artritis, asma,
etcétera L.

3.2 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un desorden progresivo neurodegenerativo con cambios
neuropatoldgicos caracteristicos. Esta patologia crénica es la forma mas comun de demencia
1011y pese a su intensivo estudio, los mecanismos por los que la enfermedad se desarrolla
aun no son comprendidos en su totalidad *2.

Algunos estudios indican que la
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Pese a que el concepto de demencia ha
existido desde hace cientos de afios,

esta enfermedad fue descubierta por 00 2010 20 200 2040 20 2060 207 2080 w0 2100
Aloiysius “Alois” Alzheimer en 1907, Fig. 5. Expectativas de la prevalencia de AD de los aiios 2000-2100.

quien tenia bajo su cuidado a una i Ul s il
mujer de 51 aflos que presentaba los

signos y sintomas que ahora

reconocemos como caracteristicos de AD: memoria
impedida, amnesia retrégrada y a corto plazo, y en general
incapacidad cognitiva. Cuando esta paciente fallecio, se
estudié su cerebro microscépicamente mediante la recién
descubierta técnica de tincidn con plata. Se observaron
placas seniles y ovillos neurofibrilares, que eventualmente
serian reconocidos como caracteristicas confirmatorias de la
enfermedad de Alzheimer 4,

Esta enfermedad se caracteriza por pérdida progresiva de
memoria y dominio cognitivo, que progresa en un
impedimento para realizar tareas diarias sencillas vy
disfuncidn cognitiva generalizada. Es muy dificil distinguir el
Alzheimer de otras demencias sin hacer una resonancia
magnética del cerebro o bien efectuar una medicién de
biomarcadores presentes en el fluido cerebroespinal.

Fig. 6. Alois Alzheimer. Tomado de la
referencia 4.
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En una resonancia magnética, la neurodegeneracion puede ser observada claramente por una
atrofia significativa en la regidn parietoccipital del cerebro 1, sin embargo, no permite hacer
un diagndstico confirmatorio.

En los ultimos 20 afios ha habido un gran progreso en la identificacién in vivo de
biomarcadores de la AD, como son las proteinas Beta-amiloide y Tau; que forman
respectivamente las “placas seniles densas” extracelulares y “ovillos neurofibrilares”
intracelulares ', principales responsables de la degeneracién neuronal producida en esta
enfermedad 4.

Early Stage Late Stage

Fig. 7. Dibujo de algunos de los primeros ovillos neurofibrilares observados, en estadios iniciales y finales de la enfermedad.

Sin embargo, a dia de hoy la Unica manera de confirmar definitivamente un diagnéstico de AD
es mediante una biopsia cerebral.

AD es actualmente la cuarta causa mas comun de muerte en los paises desarrollados. Debido
al envejecimiento de la poblacién mundial, esta enfermedad constituye un problema
econdmico y social creciente.

Es clave diseflar un sistema de identificacion de enfermedad Alzheimer en estadios
tempranos, ya que actualmente cuando es posible detectar y confirmar un caso de AD, las
lesiones neurolégicas han ocurrido ya en suficientes zonas del cerebro como para provocar
un dafio irreversible 1°.

AB y Tau no son los Unicos marcadores de posible AD, pero si los mas relevantes. También
tenemos iones metdlicos (cinc y cobre) que aumentan la formacion de depédsitos de AP,
proteina p53 que favorece la muerte neuronal y el desarrollo de la enfermedad, niveles de
serina en el hipocampo y el cértex cerebral, la presién sanguinea y la edad, por mencionar
algunos.

Hay que tener en cuenta que los tratamientos disponibles para la enfermedad de Alzheimer
no son curativos, solo alivian los sintomas de la enfermedad durante periodos de tiempo
limitados, y a partir de cierto punto de progreso de la enfermedad la terapia farmacoldgica no
tiene ninguna utilidad.



3.2.1 Beta-amiloide

El péptido beta-amiloide (amyloid-B, AB) se forma
mediante el fraccionamiento de la proteina amiloide
precursora (amyloid precursor protein, APP), que se
encuentra en la zona transmembrana de la bicapa
lipidica de la célula, por enzimas secretasas (o, B, y-
secretasas). Como consecuencia se produce que P
amiloide tiene una alta afinidad de unién con
membranas fosfolipidicas, principal mecanismo de
toxicidad de la molécula 7 %8,

Fig. 8. Tincion de placas seniles en un microscopio
(amarillo)
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Fig. 9. Proceso de formacion de A8 a partir de APP. Tomado de la referencia 8

Las placas seniles densas son actimulos de fibras amiloides 6. Estas se forman por péptidos
beta amiloides que sufren mutaciones o fraccionamiento incorrecto, de manera que su
plegamiento es anormal (alto porcentaje de plegamientos en “lamina beta”), se desestabilizan
y forman estructuras (protofibrillas) insolubles que se agrupan y con el tiempo forman fibras
amiloides. Estas se depositan en distintos érganos, causando diversos dafios celulares al
unirse a las bicapas lipidicas y también interrumpiendo el funcionamiento normal de las
células debido a su elevado volumen 7 11,



Ademas, la presencia de los péptidos AR anormales, protofibrillas y fibras amiloides favorece
la desnaturalizacién de proteinas amiloides de conformacidon nativa, de manera que la
formacidon de placas seniles mediante elongacién de protofibrillas hasta formar fibras
amiloides es progresivamente mas rapida a medida que avanza la enfermedad.!?.
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Fig. 10. Comparacion del crecimiento y maduracion de las primeras fibras amiloides (azul) con el crecimiento de fibras que
ya tienen otros (péptidos A8 anormales, protofibrillas y fibras amiloides presentes (rojo). Tomado de la referencia **.

Asimismo, otros factores que favorecen las desnaturalizacion proteica también son
propiciantes de formaciéon de fibras amiloides: altas temperaturas, presencia de iones
metalicos como cinc o cobre, agitacidn, condiciones extremas de pH y algunos solventes.

Hay muchas enfermedades
relacionadas con la acumulacidon de
fiboras amiloides en Odrganos. Se

denominan “enfermedades amiloides”,
y son muy variadas: aterosclerosis,
arritmias cardiacas, artritis reumatoide,
diabetes mellitus tipo Il, encefalopatias
espongiformes, prolactinomas, etc.

En el caso de la enfermedad de
Alzheimer, las fibras de péptido beta-
amiloide se acumulan en el cerebro,
dando lugar a degeneracion neuronal.

No se sabe el efecto exacto que tienen
estas fibras amiloides en la funcién
neuronal, pero se sospecha que
producen citotoxicidad celular debido a
que al agruparse forman poros que
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permiten el paso de iones calcio a través de las membranas celulares, eventualmente
produciendo apoptosis 1117,

Ademds, tanto los intermediarios como las fibras amiloides maduras producen toxicidad, ya
gue se han observado fallos orgdnicos en tejidos que aun no poseian un acumulo
suficientemente elevado de fibras amiloides como para producir un fallo total de las funciones
orgdnicas 1.

Las placas amiloides se hacen mas grandes y se extienden a mas zonas del cerebro conforme
avanza la enfermedad de Alzheimer.

Se han observado estas placas en individuos sin AD, que se han formado tras sufrir dafio
cerebral de algun tipo; por lo que no estén ligadas exclusivamente a esta enfermedad **.

Respecto al funcionamiento normal de la proteina B amiloide, aln no es conocido. Se sabe
qgue tiene relacidon con la activacidn de quinasas, la proteccion frente a dafio oxidativo,
transporte de colesterol y canales iénicos. Ademas, APP es una proteina muy conservada en
los seres vivos, se encuentra incluso en insectos como Drosophila y nematodos, por lo que se
sospecha que tiene una funcidn crucial en el desarrollo de los organismos vivos 1.

Se han realizado multiples intentos para desarrollar un inhibidor de formacién de fibras
amiloides, sin demasiado éxito 1. Algunas de las opciones estudiadas fueron las siguientes:

- Quelantes de iones metalicos (especialmente hierro y cobre), ya que estos tienen un
papel importante en la formacion de AB.

- Uso de anticuerpos o péptidos sintéticos especificos contra las fibras que se unanala
proteina B amiloide y la aislen, de manera que no pueda unirse a otras e impidiendo
asi la formacién de fibras amiloides.

- Empleo de pequefios ligandos para estabilizar AR en una conformacién alfa-hélice de
manera que no pueda apilarse mediante el uso de la estructura B-lamina como punto
de afinidad y unidn entre proteinas amiloides.

- Disefio de surfactantes que imposibiliten en ensamblaje de fibras amiloides, ya que la
formacion de éstas depende de las interacciones entre las superficies hidrofdbicas
expuestas de los precursores de las proteinas amiloides (APP).

3.2.2 Tau

Los “ovillos neurofibrilares”, “neurofibrillary tangles” o “NFT’s” se forman por Ia
hiperfosforilacién y agregacion anormal de la proteina Tau %%, combinado con la disminucién
del aclaramiento de ésta; debido a que los cambios conformacionales que sufre la proteina la
insolubilizan.

Tau es una proteina asociada a microtibulos (microtubule-associated protein, MAPT) que
polimeriza tubulina para formar microtubulos, y participa en el mantenimiento de la compleja
arquitectura de las células neuronales, especialmente en los axones. También promueve la
maduracién neuronal y regula la funcién sinaptica. Es esencial para el mantenimiento del
funcionamiento estandar de las neuronas, por lo que un fallo en su funcidn puede dar lugar a
la aparicion de neuropatias graves, como es la enfermedad de Alzheimer.

La hiperfosforilacion de Tau esta afectada por varios factores patolégicos, como la expresion
genética anormal, quinasas defectuosas, estrés crénico y algunas enfermedades como la
obesidad, hipercolesterolemia, leishmaniosis e infeccién por Helicobacter pylori °.
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Los NFT’s producen perdida de sinapsis, impedimento del transporte axonal, disfunciones de
las mitocondrias y el citoesqueleto celular, estrés oxidativo, etcétera. Debido a esto, existe un
grupo de enfermedades neurodegenerativas denominadas “Tauopatias”, como son la
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Pick, pardlisis supranuclear progresiva y la

degeneracion cortico basal.

También se han abordado distintas opciones terapéuticas (Fig. 13.) para tratar la
hiperfosforilacién de Tau y consecuente formacién de ovillos neurofibrilares, ambas sin

demasiado éxito 1°2021,
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Fig. 13. Cascada metabdlica en AD y estrategias terapéuticas centradas en la proteina Tau.
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La produccidon de NFT’s es intrinseca y no estd afectada por el depdsito de fibras amiloides,
pero se cree que la proteina AP tiene efecto sinérgico con la proteina Tau, aumentando el
dafio neurodegenerativo .

4 OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo ha sido llevar a cabo una revisién bibliografica de articulos
cientificos que describan el estado actual del conocimiento del proceso patoldgico de la
enfermedad de Alzheimer, asi como la relevancia del gen Nrf2 en éste.

5 METODOLOGIA

Revisidn bibliografica del conocimiento actual de la enfermedad de Alzheimer y las cascadas
de seiializacién del gen Nfr2, utilizando diferentes articulos obtenidos en bases de datos como
PubMed y Uptodate, asi como libros y revistas cientificas.

Se emplearon las siguientes bases de datos MEDLINE (PubMed), Science Direct, y Cochrane.

Las palabras clave de busqueda fueron: Nrf2, KEAP1, Alzheimer’s Disease, B-Amyloid y Tau
protein.

Se excluyeron aquellos articulos que no estuvieran escritos en alemadn, inglés o espafiol.
También se consultaron libros cientificos obtenidos de los fondos de la biblioteca de Ila
Facultad de Farmacia y archivos publicados en revistas cientificas como Molecular Cancer o
Science.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

La cascada de sefializacion Keap1-Nrf2-ARE es uno de los mecanismos de defensa mas
importantes ante estrés oxidativo y electrofilico, y esta relacionado con enfermedades
inflamatorias, cancer, enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y envejecimiento
celular.

ARE, lugar de unién de Nrf2, es una secuencia presente en todos los genes citoprotectores
que son susceptibles de ser activados por Nrf2: proteinas antioxidantes, enzimas
detoxificantes de fase | y Il, proteinas de transporte, subunidades del proteasoma,
chaperonas, factores de crecimiento y sus receptores y algunos factores de transcripcion.

Estrés oxidativo

Ans
nno"fdante
S

Dafio tisular
Enfermedad Dafio oxidativo Inflamacién

¥ t

Lipidos, proteinas, acidos nucleicos
Dafio mitocondrial J

Fig. 14. Esquema conceptual equilibrio reduccion-
oxidacion “redox”
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Es decir, la cascada Keapl-Nrf2-ARE es capaz de modular el estado redox de la célula para
mantener la homeostasis de ésta °.

Diversos estudios indican la existencia de una
relacion directa entre la disminucion de la <3
concentracién intracelular de Nrf2 (ya sea por
envejecimiento celular u otras patologias) y el
aumento de estrés oxidativo, inflamacién neuronal
y mayores cantidades de proteina Tau
hiperfosforilada y AB; por lo que podemos afirmar caneuron
que la carencia de niveles adecuados de Nrf2  NFTstage
empeora los signos y sintomas de la enfermedad de -
Alzheimer?*, asi como su prondstico.

| Pre-NFTstage Tau oligomers and
aggregates

También se ha confirmado la relacidon entre la
disminucién del aclaramiento de Tau y un defecto
de proteina Nrf2, ambos factores ligados al
envejecimiento celular®. Esta relacién podria tener i
consecuencias directas en la patogenia de esta J i
. Extraneuronal \’ o I

enfermedad, como por ejemplo que AD sea  NFTstage > i
i

BN U KU

caracteristica en personas mayores de 50 afios. =

. .7 7 . . . l\":._--é “ I, BRI S -
La activacién farmacolégica de Nrf2 disminuye PR
activamente los niveles intracelulares de proteina v
Tau fosforilada?®, responsable de la tauopatia que - Lttt

termini

contribuye a la disfuncion y muerte neuronal
causante de los sintomas de demencia presentes en
la enfermedad de Alzheimer?’.

Fig. 15. Esquema de la degradacion neuronal
progresiva debido a NFT's

Respecto a la amilopatia, no se tiene clara la relacion directa entre esta y los niveles de Nrf2.
Lo que si podemos confirmar es que tanto la proteina Tau como la beta amiloide aumentan
sus concentraciones, y por tanto sus efectos tdxicos, en neuronas con deficiencia de Nrf224,

Tanto la agregacion anormal de Tau y las mutaciones y/o fraccionamiento incorrecto de AB se
deben principalmente a la accion de estrés oxidativo sobre las células, el cual provoca fallos
en sus sistemas de regulacidon y produccién de moléculas. Con un estado redox celular
adecuado, es decir, con los niveles de proteina Nrf2 modulados correctamente, se podria
tanto prevenir como paliar e incluso tratar la enfermedad de Alzheimer?8, asi como muchas
otras similares.

Por otro lado, la sobreexpresion de Nrf2 facilita la formacion de células tumorales, por lo que
se podrian disenar inhibidores de Nrf2 para romper la homeostasis celular e impedir la accién
de mecanismos citoprotectores en estas células, lo que impediria la progresidon del tumor.
Ademas, se facilitaria la accion de las terapias oncoldgicas 8.

En resumen, la posibilidad de modular los niveles intracelulares de esta proteina al alzay a la
baja abriria un amplio rango de opciones terapéuticas para numerosas enfermedades, para
muchas de las cuales aun no hay cura, como la enfermedad de Alzheimer. También permitiria
la posibilidad de prevenir estas patologias, adaptando los niveles de Nrf2 a los que fueran
necesarios en cada momento para tener un efecto no dafiino.
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7 CONCLUSIONES

El modus operandi del gen Nrf2 y todos los factores que influencia o son influenciados por su
accion estan aun siendo estudiados concienzudamente. Desde el descubrimiento de esta
proteina en el s. XX 2° ha progresado mucho nuestro conocimiento al respecto, pero atin nos
gueda un largo camino que recorrer.

1990-1993 |dentification of 1999-2001 Purification of yeast and
AREs as cis-regulatory elements rat Keap1 protein & recognition of
for GST-ya and NQO1 genes its inhibitory effects on Nrf2

2000 Regulation of Nrf2 by MAPKs

1994 |solation and ) )
characterization of 2001-2003 Keap1-mediated 2009 and later Regulation of
human Nrf2 protein ubiquitination and proteasomal Nrf2by p21, p62, DNA
degradation of Nrf2 methylation, miRNA,

1996-1997 Generation of Nrf2 thllg: Generation of Keap1 knockout oncogene

knockout mice & in vivo evidence 2006 The “hinge &

that Nrf2 regulates the basal and latch” model of Keap1-

inducible expression of antioxidant Nrf2 interaction

and phase Il genes

Nrf2is protective against cancer, diabetes, obesity, cardiovascular diseases,
neurodegenerative diseases and hepatic toxicity.

The dark side of Nrf2: drug resistance,
cancer promotion

Fig. 16. Mapa temporal de los avances en el estudio de la cascada de senalizacion Nrf2. Imagen tomada de la
referencia ».

Los activadores de Nrf2 podrian ser empleados como agentes terapéuticos y/o preventivos de
ciertas enfermedades que cursen con estrés oxidativo e inflamacién. Por ejemplo, DMF
(Dimetilfumarato) es un modulador positivo de Nrf222, y ha sido aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration) como un fdrmaco oral de primera linea para tratamiento de
pacientes que sufren de formas reincidentes de esclerosis multiple 23, ya que la activacién de
Nrf2 promueve la neuroproteccidn necesaria para ralentizar el progreso de esta patologia.
Potencialmente podria ser empleado como retardante, o incluso como profilactico de la
Enfermedad de Alzheimer; por lo que seria una linea muy interesante de estudio.

Llegar a conocer el funcionamiento de la cascada de Nrf2 nos abriria las puertas para crear
nuevas terapias y lineas de tratamiento antes desconocidas, permitiendo el tratamiento de
enfermedades, por ahora incurables, como son: Enfermedad de Alzheimer, Parkinson,
Huntington, Esclerosis Multiple, Esclerosis Lateral Amiotréfica3® y también el envejecimiento
celular.
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