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RESUMEN:

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a
un creciente nimero de personas en todo el mundo. Se caracteriza por ser una
proteopatia (acumulacion del péptido B-amiloide y de la proteina tau hiperfosforilada) y
por una marcada neuroinflamacion mediada principalmente por la microglia, lo que

conduce a una neurodegeneracion.

De los dos tipos de EA que existen (familiar y esporadica), la EA esporédica, que es la
mas frecuente, tiene varios factores de riesgo (edad, genética, ambiente), siendo APOE4
su principal factor de riesgo genético y parece ser que su funcién en esta patologia esta
estrechamente relacionada con el receptor desencadenante expresado en las células

mieloides 2 (TREMZ2), que es expresado en la microglia.

En esta revision se repasara la implicacion de estos dos factores de riesgo genetico en la
patogenia del Alzheimer y la relacion entre ambos en el desarrollo de la EA, para lo
cual se han llevado a cabo numerosos estudios en varios modelos de raton.

Este trabajo se centra principalmente en su implicacion en la patologia Ap, la tautopatia
y la neuroinflamacion. Por lo que se estudiard el vinculo de la microglia con el

desarrollo del efecto patdgeno de APOE.

Ademas, se destacara la importancia de conocer con exactitud la fisiopatologia del
Alzheimer para el desarrollo de nuevos tratamientos que sean eficaces para detener la
progresion de esta enfermedad, ya que los tratamientos comercializados hasta ahora solo
servian para tratar los sintomas, aungue recientemente ha sido aprobado un nuevo
medicamento por la FDA.

Por tanto, es necesario continuar realizando estudios para comprender mejor esta

enfermedad, ya que todavia quedan multiples dudas por resolver.

Palabras claves: Alzheimer, APOE, B-amiloide, TREMZ2, microglia.
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1. INTRODUCCION.,

1.1. Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) se presenta como el principal motivo de demencia en
todo el mundo.

Existen dos tipos: EA familiar de inicio temprano (los sintomas aparecen antes de los 65
afios) y EA esporéadica de aparicion tardia (LOAD), suponiendo esta ultima la mayoria
de los casos (representa en torno al 95% de todos los casos) que suele presentarse a una
edad superior (>65 afos) (Shah et al., 2017; Shen and Jia, 2016).

La EA familiar es producida por mutaciones genéticas en la proteina precursora de
amiloide (APP) o en las presenilinas (PSEN1, PSEN2), lo que afecta a la produccién de
AP, y tiene una herencia autosomica dominante; mientras que en LOAD estan
implicados factores genéticos (se han identificado mas de 30 loci de riesgo),
ambientales (como el estrés cronico) y la edad (Gratuze et al., 2018; Wolfe et al., 2019;
Lane et al., 2018).

Clinica vy fisiopatologia de la EA:

Entre los sintomas de esta enfermedad, los méas destacados son: la pérdida de memoria
paulatina, déficits cognitivos y alteraciones en la conducta. Pero un gran inconveniente
es que estos sintomas aparecen incluso décadas despues del comienzo de esta patologia
lo que dificulta la posibilidad de realizar un diagnostico precoz (Gratuze et al., 2018;
Shi and Holtzman, 2018; Bennett et al., 2015).

En cuanto a las caracteristicas patoldgicas del Alzheimer, las dos principales son las
placas extracelulares formadas por el péptido p-amiloide (placas AP o placas seniles) y
la acumulacién intraneuronal de proteina tau hiperfosforilada formando ovillos
neurofibrilares (NFT) (Gratuze et al., 2018; Wolfe et al., 2019; Forloni, 2020).

El primer suceso patologico que ocurre en la EA es la agregacion del péptido -
amiloide, seguido por la patologia tau. Ademas, esta enfermedad se caracteriza por una
neuroinflamacion en la que tiene una gran implicacién la microglia (Shi and Holtzman,
2018; Tai et al., 2015).



La proteina precursora amiloide (APP) es una proteina transmembrana que sufre una
escision mediada por enzimas proteoliticas (a-, B- y y-secretasas) dando lugar al péptido
amiloide- .

Se distinguen dos tipos de rutas de escision en funcion de los productos obtenidos: no
amiloidogenica y amiloidogénica (figura 1). En la via no amiloidogénica se produce
inicialmente el corte de APP por la a-secretasa dando lugar a la liberacién de sAPPa
fuera de la membrana celular y quedando retenido dentro de la membrana otro
fragmento (C83) que puede volver a ser escindido, esta vez por la y-secretasa,
liberandose asi el fragmento p3.

Por otro lado, en la via amiloidogénica la primera escision es mediada por la B-secretasa
liberandose sAPPp al exterior celular. Igual que en la ruta anterior el fragmento que
queda retenido dentro de la membrana (C99) puede volver a ser cortado por la vy-
secretasa, pero en esta ocasion el producto liberado es el péptido AB (de entre 39 y 43
aminodacidos de longitud). Sus dos principales isoformas son AB40 y AB42, siendo la
primera la més abundante pero la segunda la méas tendente a la agregacion, por lo que
AP42 constituye el principal componente de las placas seniles (Arbor et al., 2016; Guo
et al., 2020).

La y-secretasa es un complejo proteico constituido por 4 subunidades: presenilina
(PSEN) tipo 1 o 2, potenciador de presenilina 2 (Pen2), nicastina (Nct)y faringe
anterior defectuosa-1 (Aph-1). Por tanto, mutaciones en APP, PSEN1 o PSEN2
conducen a una regulacion positiva de AB, dando lugar la EA familiar (Arbor et al.,
2016).
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Figura 1. Rutas de escision de la proteina precursora amiloide (APP). La escisién por la
enzima a-secretasa de la APP dara lugar finalmente a la proteina p3, que no se acumula.
Sin embrago, la escision por la B-secretasa conduce al péptido AB que forma las placas
amiloides (Arbor et al., 2016).

En cuanto a los ovillos neurofibrilares (NFT), estan formados por tau hiperfosforilada,
que se trata de una proteina de union a microtubulos que es expresada principalmente en
las neuronas y localizada mayoritariamente en los axones.

Tau sufre diversas modificaciones postraduccionales entre las que destaca la
fosforilacion, para lo cual presenta 85 sitios potenciales de fosforilacion.

La hiperfosforilacion conlleva la separacion de tau de los microtibulos y favorece su
agregacion, por tanto, estos agregados también desempefian un papel importante en la
EA. Dicha fosforilacién es regulada por diversas quinasas y fosfatasas (Guo et al., 2020;
Perea et al., 2020).



Esta revision bibliogréafica se enfocara en los factores de riesgo genéticos de LOAD,
centrandose principalmente en APOE y TREM2, dada su importancia en esta

enfermedad.

1.2. APOE.

Se ha demostrado (tanto in vitro como in vivo) que APOE es una molécula que juega un
papel importante en la patologia del Alzheimer, siendo APOE4 el principal factor
genético de riesgo para LOAD (Gratuze et al., 2018; Shi and Holtzman, 2018).

Se trata de una glicoproteina, de 299 aminoacidos, encargada de transportar colesterol y
otros lipidos en el sistema nervioso central (SNC) y en plasma. Los transporta en
particulas similares a HDL en el cerebro mientras que en plasma se asocia con
particulas de LDL (Giau et al., 2015; Serrano-Pozo et al., 2021; Tudorache et al.,
2017).

En el cerebro es producida principalmente por los astrocitos y, en ciertas circunstancias,
por la microglia (neurodegeneracion y/o inflamacion) y las neuronas (envejecimiento y
estrés); y es lipidada por la proteina transportadora ABCA1 (Chen et al., 2020; Najm et
al., 2019).

Hay 3 alelos en humanos: APOEe2, APOEe3 y APOEe4, siendo el primero un factor
protector, el segundo el alelo mas comdn vy el tercero un factor de riesgo (Sanz et al.,
2019; Shi and Holtzman, 2018).

Una Unica copia del alelo €4 supone un aumento del riesgo de EA en unas 3 veces y con
dos copias aumenta el riesgo en unas 12 veces. Sin embargo, el €2 supone una
reduccion del riesgo en 0,6 veces (Bales and Paul, 2019).

Asimismo, los pacientes portadores de APOE4 presentan los sintomas a una edad mas
temprana y sufren una progresion mas rapida de la patologia (Wolfe et al., 2019).
También se ha postulado que la lipidacion de APOE tiene un estrecho vinculo con la
patologia de la EA (Chen et al., 2020; Shi and Holtzman, 2018).

En cuanto a la estructura de APOE, esta constituida por dos dominios: el N-terminal y
el C-terminal, enlazados por la regidn bisagra. En el dominio N-terminal (1-167) se

encuentra la regién de union al receptor de LDL (135-150) y en el dominio C-terminal



(206-299) se observa la region de union a lipidos (244-272) (Figura 2) (Chen et al.,
2020; Mahoney-Sanchez et al., 2016; Sanz et al., 2019).

Las 3 isoformas de APOE se distinguen Unicamente en los aminoécidos de las
posiciones 112 y 158: APOE?2 tiene Cys en las posiciones 112 y 158, APOE3 Cys en la
posicion 112 y Arg en la 158 y APOE4 Arg en 112 y 158. (Figura 2) (Chen et al., 2020;
Sanz et al., 2019; Yamazaki et al., 2019; Kotze et al., 2015).

LDL-receptor binding region Lipid binding region
1 136 150 167 ‘ 206 244 272 299
| | Hinge
NH, | | COOH
N-terminal domain 11|2 15|8 C-terminal domain
apoE2 Cys Cys
apoE3 Cys Arg
apoE4 Arg Arg

Figura 2. Estructura e isoformas de APOE. La region bisagra une los dos dominios
principales de APOE: el amino-terminal y el carboxilo-terminal. Ademas, se observan
las dos posiciones (112 y 158) en que difieren las tres isoformas de APOE: APOE2,
APOE3 y APOE4 (Sanz et al., 2019).

Estas variaciones de aminoacidos en las distintas isoformas dan lugar a diferencias en la
estabilidad y funciones de la proteina. Como APOE4 tiene Arg'!? en vez de Cys''?,
pierde el enlace ionico entre Glu'® y Arg®?, de tal forma que Arg®* queda libre pudiendo
interaccionar con Glu®>®, dando lugar a la interaccion entre los dominios amino- y
carboxilo-terminales, tal y como se puede ver en la figura 3 (Sanz et al., 2019; Najm et
al., 2019).



Figura 3. Conformaciones de APOE4 y APOE3. En apoE4, Arg® interacta con
GIu?®, produciendo la interaccion dominio-dominio. Sin embargo, en apoE3, Arg®! no
puede interactuar con residuos situados en el dominio C-terminal, por lo que presenta

una conformacion distinta. (Najm et al., 2019).

Todo esto afecta a la estabilidad de las isoformas, siendo APOE4 la menos estable y
APOE?2 la mas estable (Sanz et al., 2019).

Receptores de APOE:

Los principales receptores de APOE son el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LDLR), la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas (LRP1), el receptor
de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLR) y el receptor de APOE2 (APOER2),
que presentan una afinidad diferente por las distintas isoformas.

De tal forma que APOE2 presenta una baja union al LDLR, lo que parece estar
implicado en el incremento del riesgo en sujetos €2/€2 de hiperlipoproteinemia familiar
tipo 111 ( Zhao et al., 2018). Por tanto, los pacientes €2/€2 estan protegidos frente a la
EA, pero suelen tener dislipemias.

Ademas de los mencionados, APOE se une a un receptor presente en la microglia, el
receptor TREM2 (Liao et al., 2017).

1.3. Receptor TREM2.
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TREM2 forma parte de la superfamilia de receptores de activacion expresados en
celulas mieloides (TREM). Se trata de una glicoproteina formada por un dominio
extracelular de inmunoglobulina V, uno transmembrana y una cola citoplasmatica, y el
gen que la codifica se localiza en el cromosoma 6p21.

Es expresado por macrofagos, granulocitos, células dendriticas, osteoclastos vy
microglia, y dicha expresion esta regulada por la inflamacion (Gratuze et al., 2018; Qin
et al., 2021).

Ligandos de TREM2:
Entre los ligandos de este receptor se encuentran: lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas
de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y distintas

apolipoproteinas, habiéndose demostrado que APOE actia como ligando y que puede
estar lipidada o no. Ademas, se ha visto que AP se une y activa a TREM2 (Gratuze et
al., 2018; Qin et al., 2021).

Sin embargo, la sefalizacidon no se puede iniciar unicamente con la unién de los
ligandos, es necesario que TREMZ2 se asocie a DAP12 (proteina de activacion de
DNAX12) mediante una interaccion electrostatica entre un residuo de Lys en TREM2 y
un residuo de Asp en DAP12.

Como consecuencia, tras la unién del ligando se produce la fosforilacion de residuos de
tirosina de DAP12 localizados en el motivo de activacion inmunorreceptor basado en
tirosina (ITAM) por la accion de quinasas, siendo SYK la principal quinasa reclutada.
De esta forma se inicia una cascada de sefializacion dando lugar a la activacion de
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), de proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) y a un aumento del calcio intracelular. Todo esto conduce a la regulacion de la
fagocitosis (TREM2 mejora la fagocitosis), proliferacién/supervivencia (mejora la
proliferacidn y supervivencia de células mieloides) e inflamacion en la microglia (figura
4) (Ulrich et al., 2017; Gratuze et al.,2018; Konishi and Kiyama, 2018).
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Figura 4. Representacion de los ligandos y sefializacion de TREM2. (Gratuze et al.,
2018).

Hay que destacar que existen diversas variantes de TREM2 que aumentan el riesgo de

EA de inicio tardio de forma similar al alelo APOEg4, de las cuales hablaremos mas
adelante (Qin et al., 2021; Ulrich et al., 2017).
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2. OBJETIVOS DE LA REVISION.

Esta revision bibliografica tiene como objetivos:

1. Analizar los factores de riesgo genéticos del Alzheimer de aparicion tardia.

2. Estudiar al APOE como principal factor de riesgo genético y su relacion con el
receptor TREM2.

3. Relacionar dichos factores de riesgo con los eventos patolégicos de la

enfermedad (patologia AP, tautopatia, neuroinflamacion).

4. Comprender la importancia del estudio de estos factores para el desarrollo de

nuevos tratamientos.
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3. METODOLOGIA.

Para la realizacién de esta revision bibliografica se procedié a la busqueda de
informacion principalmente en la base de datos cientifica PubMed, aunque también se

utilizd ScienceDirect.

En PubMed se seleccionaron inicialmente las siguientes palabras claves generales:
“Alzheimer” y “APOE”, obteniendo asi un gran nimero de resultados. Por ello
posteriormente se incluyeron palabras claves méas especificas para acotar la bisqueda,
como fueron: “amyloid-p”, “tau”, “TREM2”, “microglia”.

Toda la bibliografia seleccionada estaba en inglés.

Los criterios utilizados para la eleccion de los articulos fueron:
v Que las palabras claves se encontrara en el titulo o resumen (“title/abstract™).
v Que el tipo de articulo (“publication type™) fuera una revision (“review”).
v" Que la fecha de publicacién (“date publication) fuese entre el 1/01/2015 y la
fecha actual, es decir, que hubiese sido publicado en los ultimos 6 afos.

v Que estuviera disponible el texto completo (“full text™).

Para la busqueda en ScienceDirect se utilizaron criterios similares:
v Se escogieron como palabras claves “Alzheimer”, “APOE” y “TREM2”.
v’ La fecha de publicacion de 2015 a 2021.

v/ También se eligié como tipo de articulo la revision.

Ademas, se consultd en Google académico, que aportd algunos articulos, y paginas

webs, como Food and Drug Administration (FDA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

LOAD, como ya hemos comentado, no tiene una Gnica causa concreta, sino que es muy
importante el papel que juegan numerosos factores (edad, genética, entorno) (Guimas et
al., 2018).

Cabe destacar que los factores genéticos estan implicados en la determinacion del inicio
y patogenia de esta enfermedad.

En un principio se pensaba que APOE era el unico factor de riesgo genético implicado
en LOAD pero posteriores estudios de secuenciacion del genoma completo (GWAS)
demostraron que existian otros factores genéticos que suponian un riesgo considerable,
como son los siguientes: TREM2, CD33, CR1, ABCA7, BIN1, CLU, EPHAL y
PICALM (Guo et al., 2020; Kim, 2018; Zhang et al., 2015).

4.1. Papel de APOE en EA.

En la actualidad todavia no se conoce con exactitud como actta la APOE en la EA, pero
se han ido desarrollando diversas hipotesis. Sigue sin estar claro si el efecto perjudicial
de APOE4 se debe a un aumento de toxicidad o a una disminucion de la funcion

protectora (lacono and Feltis, 2019).

4.1.1. APOE y patologia Ap.
La proteina APOE se une a AP constituyendo asi complejos APOE/AB. Se ha
comprobado que cada isoforma (APOE2, APOE3 y APOE4) afecta de una forma

distinta a la agregacion y aclaramiento del péptido B-amiloide (Hunsberger et al., 2019).

APOE v agregacién y formacién de placas AB:

Los resultados obtenidos son aparentemente contradictorios ya que APOE parece que
puede tanto aumentar como disminuir la agregacion de Ap (Najm et al., 2019; Uddin et
al., 2019).

En varios estudios se vio que APOE conducia a un aumento de oligobmeros de AP, lo
que dependia de la isoforma de la siguiente manera: ApoE4> ApoE3> ApoE2. Esto

Ileva a pensar que APOE influye al metabolismo de estos oligomeros.
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También se observd que APOE4 produce una mayor estabilizacion de AP en
comparacion con APOE3 y que favorece su produccién por diversos mecanismos (Zhao
et al., 2018; Uddin et al., 2019).

Todos estos resultados llevan a la conclusion de que posiblemente APOE4 suponga un
incremento del riesgo de EA al aumentar la formacion y agregacion de AP en el
cerebro. Mientras que parece ser que APOE2 conduce a una patologia més leve, por lo
que se considera un factor protector para la EA. Sin embargo, se requieren mas
investigaciones acerca de la relacion entre APOE4 y la agregacion de Ap in vivo, ya que
los resultados no estan del todo claros (Zhao et al., 2018; Fan et al., 2019).

Ademas, se llevaron a cabo otros estudios, de manera que en unos modelos se indujo
una disminucion de APOE y en otros un aumento de APOE, y se comprobo que el
efecto de las isoformas de APOE en la agregacion de las placas AP dependia del estadio
de la patologia. Se observo que una disminucion de APOE antes del depdsito de placas
AP provoca una disminucion de la patologia AP, pero si esta reduccion se produce
después de la deposicion no tiene un efecto significativo. De la misma forma, el
aumento de la expresion de APOE antes de que se iniciara el deposito de placas AP
induce un incremento de la patologia AP, pero cuando ocurre después no se observa

ningun efecto relevante (Chen et al., 2020).

APOE v aclaramiento de placas AB:

También ha sido investigado el papel de APOE en la eliminacion de AP, ya que la
acumulacion de AP puede ser debida no solo a su produccion en exceso sino también a
una depuracion ineficaz.

El aclaramiento de AP puede llevarse a cabo por varias vias: la degradacion proteolitica,
el aclaramiento celular mediado por receptores y el aclaramiento cerebrovascular (figura
5) (Zhao et al., 2018).

Algunos autores sugieren que la eliminacion de Ap depende de la isoforma, de manera
que: APOE2> APOE3> APOE4 (Najm et al., 2019).

Por un lado, algunos estudios indican que la APOE facilita el aclaramiento de Ap al
ayudar a su captacion mediada por receptores (LRP1 y LDLR) mediante la formacion

de complejos APOE-Ap. Por tanto, la eliminacion de estos receptores conduciria a un

16



aumento del depésito de AB, mientras que un incremento de sus niveles conduciria a un
aclaramiento celular de Ap mas eficaz.

Aunqgue no esté del todo claro, parece ser que la unién APOE3-Ap es mas fuerte que la
unién APOE4-AB, lo que llevaria a pensar que esta isoforma es menos eficaz en el
aclaramiento de AP que APOE3 (Zhao et al., 2018).

Segun otros autores es la isoforma APOE4 la que se une mas rapidamente a Ap cuando
se encuentra deslipidada, lo que destaca la importancia del estado de lipidacion de
APOE (Chen et al., 2020).

Sin embargo, otros estudios muestran como dicho aclaramiento puede ser inhibido por
APOE al competir con los receptores (apoE4> apoE3).

Seria conveniente destacar al receptor LRP1, por su labor en el aclaramiento de AP
(Uddin et al., 2019). Lo que ocurre es que APOE4 también actia como ligando de
LRP1 por lo que compite con AP por la captacion celular en astrocitos. De esta forma
impide la union AB/LRP1, lo que conlleva un incremento de forma general de AP
(Hunsberger et al., 2019).

Ademas, recientes hallazgos muestran que disminuye la eliminacion de AP del cerebro a

la sangre cuando se forman complejos APOE- AP en comparacion con A libre.
A pesar de todos estos resultados alun siguen siendo necesarios mas estudios para

conocer de forma exacta la implicacion de APOE en el aclaramiento de AB (Uddin et

al., 2019).
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Figura 5. Esquema de las principales vias de aclaramiento de Ap: degradacion

proteolitica, aclaramiento celular y aclaramiento cerebrovascular (Uddin et al., 2019).

Debido a que el depdsito de AP se puede apreciar en el cerebro afios antes de que
empiecen los primeros sintomas, la identificacion del periodo de tiempo que transcurre
entre la formacion de las placas y el comienzo de los sintomas podria presentarse como

una gran oportunidad en terapéutica (Hunsberger et al., 2019).

4.1.2. APOE y patologia tau.

El otro evento patologico del Alzheimer es la acumulacion de tau hiperfosforilada que

conlleva la formacién de ovillos neurofibrilares (Hunsberger et al., 2019).

En varios ensayos in vitro se vio que APOE3 presenta una mayor interaccion con tau
que APOEA4.

De manera general APOE es producida por la glia, principalmente por astrocitos, pero
en ciertas circunstancias (lesion, estrés) también es expresada por neuronas, lo que se
observa en el cerebro de pacientes con Alzheimer. Se ha visto en varios ensayos como

la sobreexpresion de APOE4 humana en neuronas (no en astrocitos) conduce a un

18



incremento de tau fosforilada en cerebros de raton si se compara con APOE3 (Shi and
Holtzman, 2018).

Ademas, en aquellos pacientes que presentan el alelo APOE4 se detecté mas tau en el
liquido cefalorraquideo (LCR) (Uddin et al., 2019; Rodriguez-Vieitez and Nielsen,
2019).

Otro punto clave es que la APOE no solo afecta a la patologia tau, sino que también esta
implicada en la neurodegeneracién inducida por tau (Shi and Holtzman, 2018).

Lo que ocurre es que APOE4 sufre una protedlisis en las neuronas, dando lugar a unos
fragmentos que son neurotdxicos (APOE4 tiene mayor susceptibilidad a la protedlisis
que APOE3). Dichos fragmentos llegan al citosol y alli promueven la fosforilacion de
tau e interaccionan con las mitocondrias, dando lugar a la neurodegeneracion. Por tanto,
se observé una mayor neurodegeneracion en pacientes portadores del alelo APOE4 en

comparacion con pacientes portadores de APOE2 y APOE3. (Najm et al., 2019).

Un estudio post-mortem en cerebros con Alzheimer mostré una mayor unién de APOE4
con tau cuando esta presente AP en el cerebro, lo que puede llevar a pensar que los
efectos de APOE4 sobre tau son dependientes de AB. No obstante, también se ha visto
en otros estudios que estos efectos de APOE sobre la tautopatia pueden ser Ap-
independientes.

Algunos estudios anuncian que APOE también puede intervenir en la fosforilacion de

tau mediante algunas quinasas.

Es importante seguir investigando para conocer realmente cémo afecta cada isoforma a

la funcion de la proteina tau (Hunsberger et al., 2019).

4.1.3. APOE y neuroinflamacion.

Otra caracteristica patologica de la EA es la neuroinflamacion, que esta mediada por la
activacion glial (astrocitos y microglia).
A pesar de que se piensa que la neuroinflamacion tiene una gran importancia en el

desarrollo de esta enfermedad, sigue sin entenderse completamente su mecanismo.
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Se sabe que APOE afecta a la neuroinflamacion gracias distintas vias: modificacion del
nivel de citocinas, migracion microglial y fagocitosis B-amiloide.

Ademéas, como ya hemos mencionado APOE se une al receptor TREM2 que es
expresado en la microglia (Liao et al., 2017).

Algunos autores sugieren que APOE modula la neuroinflamacion de distinta manera
segun la isoforma. Un estudié notificé que aquellos animales que habian expresado el
alelo APOEe4 tenian un mayor nivel de las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a. Si
se comparaba con los que expresaban el alelo APOEe3, lo que insinGa que se produce
una respuesta inflamatoria mayor en los pacientes que presentan APOE4 en
comparacion con los que portan APOE3. (Uddin et al., 2019).

Todo apunta a que los efectos de APOE sobre la microglia se deben, en parte, al
receptor TREM2 (Serrano-Pozo et al., 2021).

Por tanto, todo esto sugiere que la activacion anormal de la glia es un suceso toxico que

ocurre al comienzo de la EA (Guo et al., 2020).

4.1.4. Mutacion APOE Christchurch.

Se ha reportado un caso de una mujer colombiana que era portadora de una mutacion
familiar PS1 E280A autosomica dominante y que presentaba una gran carga de AB y a
pesar de ello mantuvo una funcion cognitiva normal mas tiempo de lo esperado (hasta
los 70 afios). Este hecho se correlaciono con la presencia de dos copias de una mutacion
protectora en el alelo APOE3 (Christchurch R136S).

Esta mutacion bloguea la oligomerizacion de AP y conduce a una patologia tau limitada
por lo que ofrece resistencia frente al desarrollo de la EA (Guo et al., 2020; Serrano-
Pozo et al., 2021).

4.2. Papel de TREM2 en EA.

TREMZ2 tiene diversas implicaciones en la patologia de la EA (tabla 1).
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4.2.1. Mutaciones de TREM?2.

Como mencionamos anteriormente, existen diversas variantes de pérdida de funcion de
TREM2 que suponen un aumento del riesgo de desarrollar LOAD de 2 a 4 veces
(Painter et al., 2015).

La mutaciébn mas comln asociada al incremento del riesgo de esta enfermedad es
rs75932628, que consiste en una modificacion sin sentido de arginina por histidina en la
posicion 47 (R47H).

No obstante, solo se ha demostrado que esta variante supone un riesgo en la poblacion
europea, mientas que la relacién de esta mutacién con un aumento del riesgo de LOAD
no se ha visto en la poblacion china ni afroamericana.

Segun indican algunos estudios, parece ser que los pacientes que presentan la mutacion
R47H manifiestan los sintomas antes que los no portadores.

A pesar de ser la mas conocida, esta no es la Unica variante de TREM2 que supone un
factor de riesgo para LOAD, entre otras encontramos las siguientes: R62H, D87N,
T96K, L211P y R136Q (Gratuze et al., 2018; Nizami et al., 2019).

Todo apunta a que estas mutaciones conducen a un ligero cambio conformacional,
afectando principalmente a la fagocitosis, la maduracion y la afinidad del ligando por el
receptor TREM2. En efecto, ensayos de union in vitro mostraron que las variantes
R47H, R26H y D87N, que se asocian a LOAD, presentan menor afinidad por sus

ligandos, entre los que se encuentra la APOE (Gratuze et al., 2018).

Ademas, se ha visto que también afectan in vitro a la fagocitosis regulada por TREM2,
la cual puede ser importante en la EA al actuar como mecanismo que puede ayudar a la
eliminacion de proteinas perjudiciales, como puede ser la proteina Ap.

Concretamente se ha observado que la variante R47H se asocia a una moderada

reduccion en la fagocitosis (Ulrich et al., 2017).
En definitiva, se han realizado numerosos estudios in vitro para entender los efectos de

estas variantes de TREM2 en la EA, que muestran como resultado una disminucion de

sus funciones. Actualmente es muy importante también llevar a cabo ensayos que

21



confirmen estos resultados in vivo utilizando modelos animales y pacientes de EA
(Gratuze et al., 2018; Ulriche et al., 2017).

También se sabe que estas variantes afectan ademés a otras enfermedades
neurodegenerativas como la demencia frontotemporal (DFT), la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) o la enfermedad de Parkinson, entre otras (Wolfe et al., 2019).

4.2.2. TREM? y patologia Ap.

Se ha comprobado que TREM2 juega un papel fundamental en la unién entre microglia
y placas seniles. En modelos de raton se demostré que AP se une a TREM2 activando
asi su sefializacion, lo conduce a la degradacion de AP (Zhou et al., 2018; Gray et al.,
2020).

Tanto la delecién de TREM2 como las mutaciones de pérdida de funcion, como es el
caso de la variante R47H, conducen a una reduccion de la activacion de la microglia,
dando lugar a una disminucion de la microglia asociada a placas (Qin et al., 2021; Shi
and Holtzman, 2018).

Igualmente, la deficiencia o la haplo-insuficiencia para DAP12 condujo a una dificultad

de la microglia para agruparse alrededor de las placas (Gratuze et al., 2018).

De este modo parece ser que la pérdida de funcion de TREM2 conduce a la patologia
AP, pero para confirmarlo se han realizado numerosos estudios in vivo utilizando
modelos de ratdn con deleciones de TREM2. Entre ellos se usaron ratones APP-PS1
para estudiar las consecuencias de la insuficiencia de TREM2 en la acumulacion de Ap.
En un principio los resultados de estos estudios parecian contradictorios.

En este modelo se observé que la delecion total de TREM2 conducia a una disminucién
del deposito de AP en la corteza de ratones de 2 meses, mientras que provocaba un
incremento de su acumulacion en ratones de 8 meses.

Por lo que se puede concluir que el defecto de TREM2 produce un pequefio descenso de
la acumulacion de placa AP al inicio de la patologia, mientras que conduce a su
incremento en las fases avanzadas. Por tanto, todo apunta a que el efecto de TREM2
depende del estadio de la enfermedad (Gratuze et al., 2018; Qin et al., 2021).
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Inicialmente no se sabia el motivo por el cual este efecto era dependiente de la etapa de
la enfermedad, pero actualmente el descubrimiento de nueva informacion acerca de la
funcién de la microglia condujo a una probable explicacion.

Por un lado, la falta de TREM2 produce una disminucion de la eficacia de la siembra de
las placas A lo que reduce su acumulacion en la etapa temprana de la enfermedad.
Mientras que el factor determinante en la etapa tardia de la enfermedad no es la eficacia
de la siembra, en este punto la clave es la eliminacién de la placa. En esta etapa de la
EA lo que ocurre es que la deficiencia de TREM2 da lugar a un recorte de placas
deficiente, formandose placas mas grandes y menos compactas (Qin et al., 2021; Shi
and Holtzman, 2018).

Es necesario seguir estudiando esta asociacion entre AR y TREM2, para ver su

implicacion en la EA, ya que los resultados pueden variar segun el modelo utilizado.

4.2.3. TREM2 y patologia TAU.

En otros estudios realizados también se ha apreciado una relacion entre TREM2 y la
patologia tau. Se ha comprobado que TREM2 se correlaciona tanto con tau fosforilada
como total en los pacientes con EA. Asimismo, se ha demostrado que los pacientes con
variante R47H presentan niveles superiores de tau en el liquido cefalorraquideo (LCR)

respecto a los que no albergan dicha variante (Gratuze et al., 2018; Qin et al., 2021).

Se han llevado a cabo varios estudios para valorar la fosforilacion de tau utilizando
modelos de ratdn deficientes para TREM2.

Los resultados obtenidos en ensayos realizados en ratones PS19 apuntaron que la
funcion normal o parcial de TREM2 aumenta la patologia de tau. Sin embargo,
mostraron que la pérdida total de funcion disminuye la neurodegeneracién mediada por

tau.

Esto sugiere que el efecto de TREM2 sobre la patologia depende del estadio de la
enfermedad, de manera que en las etapas tempranas de la enfermedad la deficiencia de
TREMZ2 podria contribuir a la tautopatia, mientras que la pérdida completa de funcion
en las etapas tardias podria suponer una proteccion frente a la neurodegeneracion
(Gratuze et al., 2018; Qin et al., 2021).
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Sin embargo, estos resultados no son del todo claro y todavia es necesario seguir
investigando sobre este tema, ya que existe una relacion compleja entre TREM2 y
patologia tau y son pocos los estudios que se han realizado para analizar esta relacion en
la EA. Ademas, dichos resultados difieren segtin el modelo de rat6n utilizado.

4.3. APOE, TREM2y EA.

Tanto APOEe4 como TREM2-R47H han sido identificados como factores de riesgo
genéticos de LOAD.

Aungue TREM?2 tiene una participacion directa en el desarrollo de la EA, también se ha
observado una cooperacion entre APOE y TREM2 en esta patologia.

Como ya comentamos anteriormente, APOE ha sido reconocida como ligando de
TREM2 y parece ser que las tres isoformas presentan el mismo grado de union a dicho
receptor, de manera que la interaccion APOE-TREM2 no explicaria los diferentes

efectos de las isoformas en el desarrollo de la patologia. (Gratuze et al., 2018).

Se llevd a cabo un estudio en ratones PS19, en el que se reveld que la delecion de
TREMZ2 conduce a una disminucion de la expresion de APOE en la corteza.

Igualmente, se observd un descenso en la neurodegeneracion estimulada por tau en
ratones PS19 con deficiencia de TREM2 o APOE.

Estos resultados proponen que existe un vinculo entre TREM2 y APOE en el desarrollo
de la EA (Gratuze et al., 2018; Qin et al., 2021).

En un estudio posterior en modelos de ratén de enfermedades neurodegenerativas se
identific6 un fenotipo neurodegenerativo microglial (MGnD), caracterizado por
modificaciones en la transcripcion (descenso de la expresion de genes homeostaticos e
incremento de la expresion de genes inflamatorios).

Mas tarde, algunos autores analizaron la funcion de APOE en la induccion de MGnD v,
como se trata de un ligando de TREMZ2, también analizaron si el cambio inducido por
APOE de microglia homeostéatica a neurodegenerativa dependia de TREM2 (Gratuze et
al., 2018).
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Los resultados de estos estudios concluyeron que la via TREM2-APOE induce un
cambio de fenotipo homeostatico a fenotipo neurodegenerativo de la microglia
(Krasemann et al., 2017; Clayton et al., 2017).

Estos descubrimientos apuntan que es necesario un estudio mas completo de la APOE
en la microglia, dado su importancia en la patologia de la EA.

Ademas, otros autores demostraron que APOE favorece la fagocitosis microglial de
neuronas apoptoticas y Ap mediante la via TREM2. Se observd in vitro que la
disminucion de la expresion de TREM2 en la microglia conduce a una disminucion de
la fagocitosis de estos sustratos, mientras que el aumento de su expresion aumenta la
tasa de fagocitosis.

Cuando AP se une con LDL o APOE es mas facil su captacion por la microglia,
mientras que si esta es deficiente en TREM2 se produce una disminucion en la

captacion de estos complejos (Wolfe et al., 2019).

Tabla 1. Resumen de los principales hallazgos de TREM2 en la EA (Gratuze et al.,
2018).

Principales hallazgos

Factores de riesgo * Ciertas vanantes de TREM?2? suponen un aumento del nesgo de

desarrollar LOAD de 2 a 4 veces.

Patologia AP & La pérdida de funcion de TREM2 produce un descenso de la

microgliosis alrededor de las placas.

* La pérdida de funcién de TREM2 hace que las placas sean mas

grandes y menos compactas.

Patologia tau * La funcién normal o parcial de TREM?2 aumenta la patologia de
tau.
# La pérdida total de funcidn disminuye la newrodegensracién

mediada por tan.

APOE *  APOE actia como ligando de TREM2,

 APOE induce el cambio de microglia homeostatica a

neurodegenerativa dependiente de= TREM2.
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4.4. La microglia en la EA.

La microglia son células inmunes innatas que ejercen de principal barrera de defensa en
el cerebro y mantienen la homeostasis, por lo que su funcion deteriorada mediante el
defecto de TREM2 o las diferencias entre las isoformas de APOE tienen una gran
implicacion en la EA (Gonzalez et al., 2017; Wolfe et al., 2019).

Como mencionamos anteriormente, se ha descrito un fenotipo microglial asociado a
enfermedades neurodegenerativas, conocido como MGnD o DAM (microglia asociada a
la enfermedad). Esta microglia ademas de ejercer la funcion de fagocitosis, provoca un
efecto proinflamatorio (Qin et al., 2021).

Se ha visto que la activacion de la microglia, en respuesta a la patologia AP, actia como
arma de doble cara en la EA, mostrando funciones neuroprotectoras o neurotoxicas
(Hickman et al., 2018). Por un lado, al inicio de la enfermedad, pero una vez formada la
placa, la microglia se asocia alrededor de ella para iniciar la fagocitosis dependiente de
TREMZ2, eliminando asi péptidos AP y células danadas (Ulrich et al., 2018).

Ademas, en estas primeras etapas la microglia promueve el aclaramiento de AP
mediante la liberacion de proteasas. Por tanto, podria desempefiar una funcion
protectora en la EA temprana al estimular la fagocitosis, degradacion y aclaramiento de
AP (Qinetal., 2021; Yeh et al. 2017).

Conforme avanza la enfermedad AP sigue acumuldndose y aumenta la microglia
asociada a placa, sin embargo, la microglia no puede detener la progresion de la EA. Lo
que ocurre es que AP interacciona con receptores de la microglia (CD36, TLR4, TLR6)
dando lugar a la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6), las cuales
regulan negativamente receptores fagociticos y enzimas que participan en su
degradacion, aumentando asi la acumulacion de Ap.

Ademas, dichas moléculas estimulan a 3 y y secretasa favoreciendo la obtencion de AP.
Por tanto, parece ser que la microglia estd implicada en la fase inicial de siembra de
placa, por lo que la microglia activada podria favorecer la formacion de placa Ap.

Esto explica que la activacién microglial crénica puede ejercer una funcidon
neurodegenerativa a través de la liberacion de moléculas proinflamatorias, que también
conducen al estrés oxidativo (Qin et al., 2021; Bisht et al., 2018).

26



Por otro lado, la microglia también juega un papel clave en la patologia tau, de manera
que reduce la propagacién de tau en la EA temprana, mientras que aumenta su

propagacién en la EA tardia (Qin et al., 2021).

Por lo que, de forma general, la activacion de la microglia ejerce funciones protectoras

al inicio de la enfermedad y efectos patdgenos en las etapas tardias.

4.5. Estrategias para futuros tratamientos de la EA.

Actualmente los medicamentos aprobados para la EA solo son eficaces para el control
sintomatico, sin embargo, ninguno ha demostrado ser Util para prevenir o detener la
progresion de la enfermedad. Aungue, en este punto, es importante destacar que en el
mes de junio de este afio acaba de ser aprobado por la FDA el primer medicamento para
el Alzheimer dirigido a Ap.

Se han realizado numerosos esfuerzos para hallar nuevas terapias, pero la mayoria no ha
resultado exitosa en los ensayos clinicos. Estos fracasos pueden deberse a que aun no se
conoce de forma completa la fisiopatologia del Alzheimer y a su aplicacion en etapas
tardias de la enfermedad (Gratuze et al., 2018; Guo et al., 2020).

Como ya hemos visto APOE es una molécula central en la patologia del Alzheimer por
lo que se podria apuntar a APOE, principalmente APOE4, como diana terapéutica. La
clave esta en que para actuar sobre APOE presente en el SNC los farmacos que se
utilicen tendran que atravesar la barrera hematoencefalica de manera adecuada
(Serrano-Pozo et al., 2021).

Las principales estrategias terapéuticas dirigidas a APOE son las siguientes (figura 6):

v" Aumentando los niveles de APOE vy su lipidacion: Aun hay controversia sobre si
seria mejor para la EA aumentar o reducir los niveles de APOE. Por un lado, se
sugiere que el incremento de APOE en el cerebro seria favorable para la EA.
Pero, parece ser que la clave estd en el aumento de la lipidacion de APOE a
través de ABCAL. En un modelo de raton amiloide se observé que la delecién

genética de ABCAL conducia a una lipidacién inadecuada de APOE vy, por
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tanto, a un incremento del depdsito de AB. Sin embargo, la sobreexpresion de
ABCAL condujo a una reduccién de la carga de AP, por tanto, el aumento de la
funcion de ABCAL podria ser de utilidad en la EA. Como la expresion de
ABCAL1 es inducida por el receptor X el retinoide, agonistas de este receptor,
como es el caso de bexaroteno, han sido estudiados en ensayos clinicos para su
uso en el Alzheimer.

Silenciando APOE: Por otro lado, otros estudios respaldan que el descenso de la
expresion de APOE también podria ser util como terapia para la EA, ya que se
ha visto en modelos de raton de B-amiloidosis cerebral que la delecién o
haploinsuficiencia de APOE provoca un descenso en el deposito de AP, ya que
APQOE parece estar implicado en la fase inicial de siembra de placa.

Hay varias estrategias que sirven para disminuir los niveles de APOE, siendo
una de ellas la sobrexpresion de sus receptores, como por ejemplo LDLR; otra
estrategia consistiria en utilizar oligonucleotidos antisentido (ASOs). El
tratamiento con estos ASOs en ratones desde su nacimiento redujo el deposito
de placa, sin embargo, administrados una vez empezada la patologia no afecto a
la carga final de placa.

Miméticos de APOE: Otro enfoque terapéutico podria ser utilizar miméticos de
APOE, que consisten en fragmentos N-terminales de APOE que contienen la
region de unidn al receptor.

Blogueando la interaccion entre APOE y AP: Otra tactica es inhibir la
interaccion APOE-AR, ya que parece ser que estabiliza las especies de AB de las
placas.

Se han llevado a cabo estudios con un péptido homdlogo al sitio de unién de
APOE a AP, que impide la interaccion APOE-AP, en los que se observaron un
descenso de los niveles de AP en modelos de raton con EA.

Estos estudios preclinicos apuntan que este bloqueo podria ser una diana
terapéutica esperanzadora.

Cambio de APOE4 a APOE3 o APOE2: La transformacion de los alelos de
APOE (APOE4 en APOE3 0 APOE?2) a través de la técnica de edicion de genes
CRISPR-Cas9 también podria ser practica en la terapéutica. Sin embrago, aun se
desconoce si esto seria util in vivo.

Inmunoterapia: También se ha comprobado que la inmunoterapia anti-APOE

seria eficaz para reducir el almacenamiento de AB. Por tanto, el uso de
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anticuerpos anti-APOE podria ser de interés en la terapéutica y estudiado en
ensayos clinicos futuros. (Zhao et al., 2018; Serrano-pozo et al., 2021; Uddin et
al., 2019; Wisniewski and Drummond, 2020;Al Mamun et al.,2020).

restaurar las

Blogueando la Convertir APOE4 en funciones de la apoe
Aumentar la lipidacién interaccion APOE-AB APOE3 terapia basada en
de APOE apoe2 (péptidos

miméticos de apoe)

«& Inhibir la agregaciony
A —
OpoE/Ap e — protedlisis de APOE

HSPG
Restaurar las funciones LRP1
de los receptores APOE - :LDLR
ApoER2

Modular los niveles Promover la integridad
de APOE y las funciones
cerebrovasculares

Regularla APOEy el
trafico de receptores

Blood vessel

Figura 6. Principales estrategias orientadas a APOE para tratar la EA: aumento
de la lipidacion de APOE, bloqueo de la interaccion APOE-Ap, convertir
APOE4 en APOE3 o APOEZ2, modular los niveles de APOE, mimeticos de
APOE Yy restaurar las funciones de los receptores de APOE. (Zhao et al., 2018).

En resumen, dirigirse a APOE como diana terapéutica da lugar a resultados
esperanzadores en el tratamiento de la EA. Sin embargo, se presentan numerosos retos

que han impedido que estos medicamentos hayan resultado exitosos en los ensayos

clinicos (Hunsberger et al., 2019).
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5. CONCLUSIONES.

Finalmente, podemos concluir que APOE4 se presenta como el principal factor de
riesgo genético para la EA esporadica de aparicion tardia, por lo que es muy importante
conocer su papel en la patogenia de la enfermedad. Aungque no se conoce de forma
exacta como actta APOE en la EA se han desarrollado varias hip6tesis sobre su
implicacion en la patologia AP, la tautopatia y la neuroinflamacion, de manera
dependiente de la isoforma. Con todos los estudios realizados hasta el momento todo
apunta a que la funcién patoldgica asociada al APOE esté en la microglia. Ademas, se
ha identificado como factor de riesgo al receptor TREM2 que esta presente en la
microglia y tiene como ligando al APOE y se ha visto que la via APOE-TREM2 esta
implicada en la transicion del fenotipo de microglia homeostatica a microglia

neurodegenerativa.

Es necesario seguir realizando estudios para poder llegar a conocer completamente la
fisiopatologia del Alzheimer y poder llegar a desarrollar terapias que tengan como diana
a APOE y que resulten verdaderamente Gtiles para prevenir y curar la EA. Aunque
ninguna de las nuevas terapias estudiadas en ensayos clinicos haya resultado exitosa
hasta el momento (ninguna ha superado la fase I11), aumenta la esperanza de que se

encuentre una terapia eficaz en la proxima década.

Cabe destacar la muy reciente aprobacion por la FDA de un nuevo tratamiento contra el
Alzheimer: Adulhem, cuyo principio activo es Aducanumab (un anticuerpo monoclonal
dirigido a AB) aprobado el 07/06/2021. Aun asi este tratamiento requiere otros ensayos
clinicos (ensayos confirmatorios) para probar su beneficio y en el caso de que no lo

lograse podria ser retirado por la FDA (Food and Drug Administration, junio 2021).
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