Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

FACULTAD DE FARMACIA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO:

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS Y
MECANISMOS DE CONTROL DE CALIDAD
CELULAR: AUTOFAGIA Y ALZHEIMER.

Autor: Patricia Marqués Gonzalez
Tutor: Carlos Guillén Viejo

Convocatoria: Junio 2018



~
Q
%
-3
S
N
N
D
S
~
S
N
NJ
-
N
=
S
)
S
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

1. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es considerada la “epidemia silenciosa” del siglo XXI,
debido al creciente nimero de casos nuevos cada afio y a la tardia aparicion de los sintomas,

lo que conlleva un fuerte impacto tanto a nivel clinico como social.

A pesar de que las causas de esta devastadora enfermedad aun son desconocidas, en los
ultimos afios se han producido avances destacables respecto a los mecanismos moleculares de

la misma, especialmente en cuanto al papel del péptido B-amiloide (BA) y de la proteina Tau

(0).

En este contexto, y especialmente a raiz de los descubrimientos de Yoshinori Ohsumi, premio
Nobel de Medicina en 2016, los mecanismos de la autofagia y las posibles alteraciones que
puedan sufrir, tanto estructuralmente como en su regulacion, han cobrado un especial
protagonismo en los Ultimos afios debido a la implicacidn que parecen tener en patologias
como la Diabetes Mellitus tipo Il (T2DM), el cancer o algunas enfermedades
neurodegenerativas. Por tanto, cada vez parece mas evidente la conexion entre el reciclaje
celular gobernado por la autofagia y la EA, ya que el fracaso en los procesos degradativos y
de aclaramiento celular conlleva un acimulo de proteinas aberrantes y un aumento del estrés

celular que, en definitiva, favorece la fisiopatologia de la enfermedad.

La comprension y el estudio exhaustivo de estos procesos de control de calidad
citoplasmatico podria dilucidar algunos de los puntos clave de la etiologia multifactorial de la
EA, e incluso proponer una alternativa terapéutica, o al menos paliativa, basada en la toma del

control de la ruta autofagica y de sus vias de regulacion.

PALABRAS CLAVE: Alzheimer, autofagia, f-amiloide, Tau

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. Autofagia.

El término autofagia, que procede del griego “auto” (a uno mismo) y “fagia” (comer), se
refiere a toda via degradativa de la célula que supone la entrega de contenido citoplasmatico

al lisosoma?, con el consecuente reciclaje de los constituyentes macromoleculares del mismo.
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Se pueden distinguir tres variantes de este proceso, que se diferencian en sus funciones
fisiologicas y la forma en la que el contenido citoplasmatico se libera al lisosoma:

macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas.

Microautofagia
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Figura 1. Diferentes modalidades de autofagia. La figura resume los diferentes tipos de
autofagia (macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas). Adaptado
de Mizushima et al, (5)

* Microautofagia: se trata de una forma de autofagia en la cual el contenido
citoplasmatico destinado a la degradacién es tomado por la vacuola directamente
mediante invaginacion de la membrana.? Este proceso degrada proteinas citosélicas,
de manera selectiva 0 no; una vez separadas de la membrana, las invaginaciones dejan
expuesto el material citosolico secuestrado a disposicion de las enzimas lisosomales,

que lo degradan.®

» Autofagia mediada por chaperonas: en este proceso, las proteinas citosélicas
marcadas para degradarse son directamente enviadas al lisosoma, de forma que es
alrededor del 30% del proteoma citosélico el que sigue esta via de degradacion.? La
autofagia mediada por chaperonas sélo degrada proteinas solubles que llevan un
motivo KFERQ unido a chaperonas hsc70 que lo reconocen.

» Macroautofagia: la macroautofagia es la via méas estudiada y, a diferencia de los
otros dos tipos, supone que se produzcan cambios morfoldgicos en los

compartimentos vesiculares, que ocupan una gran parte del citoplasma.

Estas vesiculas de doble membrana, mas conocidas como autofagosomas, pueden secuestrar
grandes porciones del citoplasma, incluyendo organulos enteros; este proceso

macroautofagico esta dotado de un enorme potencial metabolico que, en unas condiciones
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particulares, puede contribuir a regular la muerte celular o, como se comentard mas adelante,

a la atrofia celular que lleva a la neurodegeneracion.*

Durante la macroautofagia, se produce la formacién de los autofagosomas, su fusion con el
lisosoma y la degradacion lisosomal. La forma lipidada de LC3B (LC3B-II), forma parte de
los autofagosomas, y permite la captacion de los sustratos mediante la union a diversos
receptores de autofagia®, asi como el cierre de los autofagosomas. La proteina adaptadora p62,
también conocida como secuestrosoma (SQSTML), es capaz de unirse tanto a la ubiquitina
presente en agregados proteicos u organulos destinados a la degradacion, como al LC3B-II de

la membrana del autofagosoma, lo que permite degradar los sustratos por autofagia.

Iniciacion: en respuesta a estimulos de estrés y dafio celular, incluida la deprivacion de
nutrientes, la formacién del autofagosoma se inicia por el ensamblaje y la activacion del
complejo multiproteico que contiene Atgl3, Atgl01, RB1CC1 (RB1 inducible coiled-coil 1,
mas conocida como FIP200) y la quinasa activadora de la autofagia, ULK1 (ortéloga en
mamiferos de Atgl), los cuales median la formacion del sitio de ensamblaje del fagdforo
(PAS).* Este proceso de activacion se produce en las membranas que contienen proteinas
Atg9, lo que trae consigo una fosforilacion de dichas proteinas de una manera ULK1-
dependiente.

Este evento supone la elongacion de las membranas del pre-autofagosoma mediante la
incorporacion de fosfolipidos de varias fuentes, incluyendo el reticulo endoplasmico, el Golgi
0 el ERGIC (compartimento intermediario entre el RE y el aparato de Golgi), el reciclaje de
endosomas y la mitocondria, lo que permite el reclutamiento de un complejo multiproteico
con actividad PI3K, lo que derivara en cambios en la composicion lipidica para formar el
fagoforo®,
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Figura 2: Vias autofégicas en mamiferos. Debnath et al., 2015.

Finalmente, en la fase de expansién, se recluta el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6 a la membrana
del autofagosoma, donde se facilita la lipidacion de LC3B, requerida para la expansion de la

membrana.

Maduracion: los autofagosomas pueden fusionarse directamente con los lisosomas, o0 pueden
recibir contenido celular via endocitica o de organulos hibridos denominados anfisomas. Los
autofagosomas o los anfisomas son transportados mediante los microtibulos hasta el centro

organizador de microtubulos, donde se agrupan los lisosomas.

Fusion: los autofagosomas o anfisomas se fusionan con los lisosomas para generar
autolisosomas. Tras esto, se produce la degradacion del contenido de los autofagosomas y las

macromoléculas principalmente, pueden ser recicladas.

Ademas de estas tres vias, generalmente englobadas como autofagia no selectiva, existen en
las células de mamifero otras rutas que se denominan, de manera general, autofagia selectiva
o especifica®. Esta distincion se debe a que durante estos procesos, las vesiculas unidas a la
membrana reclutan organulos especificos, en lugar del citoplasma al azar, y ademaés de la
maquinaria central, estd involucrado un ligando del contenido especifico o cargo y un
receptor, asi como un scaffold que actle de puente especifico entre la carga citoplasmatica y
la maquinaria central. Hay diversos tipos de vias especificas de degradacion aunque se hara

especial hincapié en la mitofagia, debido a la particular relevancia que tiene la dinamica
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mitocondrial en la patologia neurodegenerativa, ya que se produce una disfuncién

mitocondrial por defecto en la mitofagia®.
2.1.1. Dinamica mitocondrial y mitofagia.

Las mitocondrias son orgdnulos esenciales que regulan la homeostasis energética celular, asi
como la muerte celular. La dindmica mitocondrial hace referencia a los procesos de fusion y
fision, que se producen de manera constante en dichos organulos, de forma que se mantienen
siempre en una proporcion relativamente constante gracias al balance entre los procesos de

formacion o biogénesis y de degradacion o mitofagia.

La fusion mitocondrial en mamiferos esta mediada por tres proteinas con actividad GTPasa:
mitofusinas (Mfnl y Mfn2), localizadas en la membrana mitocondrial externa, y OPA1l
(proteina de la atrofia dptica) en la membrana mitocondrial interna.® La fision mitocondrial
estd mediada por Fisl (proteina de fision 1) y Mff (factor de fision mitocondrial)), ambos

localizados en la membrana mitocondrial externa.

Frente a un dafio mitocondrial, se pierde el potencial de membrana mitocondrial y se induce el
proceso mitofagico, caracterizado por dos fases: la induccién general de la autofagia y el
marcaje de mitocondrias dafiadas, mediado principalmente por la via PINK1-Parkina.!

El primer evento para el control de la calidad por la mitofagia es la distincion entre las
mitocondrias sanas y las dafiadas (despolarizadas), distinguiéndose por la acumulaciéon de
PINK1. PINK1 (la quinasa inducida por PTEN) se acumula rapidamente en las mitocondrias
dafadas y que presentan un bajo potencial de membrana, de forma que PINK1, en
mitocondrias sanas, es bastante bajo gracias a su corte proteolitico por PARL (proteina
romboidea asociada a presenilinas) y posterior degradacién por el sistema ubiquitin-
proteasoma. La Parkina (ubiquitin ligasa, E3), a través de la actividad serina-treonina quinasa
de PINK1, es reclutada a las mitocondrias despolarizadas, desde donde media la
ubiquitinacion de proteinas mitocondriales. Estas proteinas mitocondriales son reconocidas
por la proteina adaptadora p62, lo que es esencial para su eliminacion, ya que al unirse a
LC3B-II, dirige a estas mitocondrias al autofagosoma. Algunas de las proteinas son reclutadas

para ser degradas por el sistema ubiquitin-proteasoma, como por ejemplo las mitofusinas.
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2.1.2. Regulacién de los procesos autofagicos.

La formacion del autofagosoma es un proceso dividido en varias etapas, y debido a su
complejidad, se requieren algunas proteinas Atg de regulacion y control, que son reclutadas al
fagoforo para cumplir su funcién. Estas proteinas reguladoras son, fundamentalmente: las
pertenecientes al complejo Atgl, requerido durante la iniciacion, nucleacion y expansion del
autofagosoma; el complejo Beclina 1/hVps34, involucrado en la fase de nucleacién; LC3B y
Atgl12, debido a que durante la fase de iniciacion, Atg7 inicia la conjugaciéon de Atgl2 con
Atg5, lo que a su vez promueve la conjugacion de LC3B con fosfatidiletanolamina, esencial
para la fase de elongacion; y Atg9 y Atgl, debido al control del reciclaje de las demas

proteinas Atg durante la formacion de los autofagosomas.®

Una de las grandes protagonistas en la regulacion de la autofagia es la via de sefializacion de
la diana de rapamicina de mamifero (mMTOR). mTOR es una quinasa involucrada en la
regulacion de un gran ndmero de funciones celulares, principalmente en la activacion de la
sintesis de proteinas y en la respuesta a multitud de estimulos. mMTOR forma parte de dos
complejos, mMTORC1 y mTORC2, de los cuales mTORCL1 parece ser el principal implicado
en la regulacion de la autofagia.*

En unas condiciones de abundancia de nutrientes, mTOR se activa principalmente a través de
una cascada de sefializacion que implica la activacién de PI3K de clase I/Akt, la fosforilacion
de TSC2 (uno de los reguladores principales de la ruta) y la activacion de Rheb, la cual se

encuentra unida a GTP y cuya activacion, activa a su vez mTOR.

Ante una situacion de deprivacion de nutrientes, la via PI3K/Akt estd inhibida; una
fosforilacion dependiente de AMPK de TSC2, supone su activacion y, con ello, la
inactivacion de mTORCL. Por otro lado, la AMPK es capaz de producir la inactivacion
directa de raptor, un componente esencial del complejo mTORCL1, por fosforilacion.

Ademaés de la propia regulacion interna, la interconexion de las vias AMPK/mTOR est4 a su
vez regulado por distintas y complejas cascadas de sefializacion que modulan sus funciones,
de forma que uno de los mecanismos por los que estas rutas son capaces de controlar la

autofagia es a través de la regulacion del complejo Atgl.

En condiciones de deprivacion de nutrientes, mTORCL se disocia del lisosoma, lo que resulta

en una iniciacion de la autofagia; la AMPK esta involucrada en la regulacion autoféagica no



~
Q
%
-3
S
N
N
D
S
~
S
N
NJ
-
N
=
S
)
S
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

solo debido a su efecto inhibitorio sobre mTOR, si no también por su capacidad de fosforilar
y activar directamente a ULK1/2.

2.2. La enfermedad de Alzheimer (EA).

La enfermedad de Alzheimer (EA) se define como un proceso progresivo de deterioro
cognitivo y funcional al que en el transcurso del tiempo se asocian cambios en el estado de
animo con alteraciones psicoticas y de la conducta. Las alteraciones neuropatoldgicas que
provocan estos cambios se sittan principalmente en la corteza cerebral, fundamentalmente en

las areas temporo-parietales.’

Estas alteraciones neuroanatomicas explican la disfuncionalidad en la neurotransmision, y a
pesar de la correlacion en los pacientes, algunos de ellos presentan manifestaciones clinicas
atipicas. Cada uno de estos signos refleja la acumulacion de proteinas anémalas en el cerebro

resultantes de cambios estructurales del citoesqueleto.®
2.2.1. Etiopatologia.

A lo largo de los afios de investigacion, se han asentado 6 teorias etiopatogénicas que pueden
explicar la EA: déficit colinérgico, fallo genético, acumulacion de proteinas andémalas, el
agente infeccioso, la toxina ambiental y el flujo cerebral deficitario.” Se han observado dos
tipos de lesiones cerebrales que definen histopatolégicamente la enfermedad de Alzheimer:

- Lesiones positivas: placas seniles y ovillos neurofibrilares.
- Lesiones negativas: pérdida de neuronas y su sinapsis.

= Placas seniles: depdsitos extracelulares compuestos principalmente por el péptido -
amiloide, un producto derivado del catabolismo de la proteina precursora del péptido
B-amiloide (APP).°

Las placas seniles son focos esféricos que contienen residuos neuriticos argentéfilos, amiloide
extracelular, astroglia y microglia, que representan lugares de interacciones sinapticas
defectuosas predominantes en amigdala, hipocampo y neocortex. Hay dos tipos de placas:
placas difusas (depoésitos inmunorreactivos de BA que no alteran visiblemente el neuropilo
circundante ni inducen respuesta glial a su alrededor, considerandose benignas) y placas

compactas (poseen un core positivo para tinciones histologicas especificas para la
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conformacién de hoja-p plegada de las fibras de amiloide y se consideran méas toxicas y mas

especificas de la EA).

= Ovillos neurofibrilares: depositos intraneuronales compuestos de la proteina asociada

a microtubulos Tau (1) anormalmente plegada e hiperfosforilada.

Existe una alteracion masiva del citoesqueleto de las neuronas representada por los PHF
(filamentos apareados en hélice), que se acumulan en determinadas neuronas como NFT
(ovillos neurofibrilares). Los NFT son masas fibrilares no ligadas a membranas que se forman
en el citoplasma perinuclear de neuronas en hipocampo, amigdala, corteza cerebral y en
nucleos subcorticales. Estas fibras se muestran como filamentos apareados en hélice (PHF).
La acumulacion de PHF y otras fibras en neuritas y somas celulares ha sido correlacionada
estadisticamente con el grado de demencia, con la pérdida neuronal en hipocampo y con el
déficit cortical de acetilcolina transferasa.

a Healthy neuron

Tau binds and stabilizes
microtubules

Microtubules

b Diseased neuron
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Figura 3: Patologia Tau en la enfermedad de Alzheimer (EA). LaFerla FM, 2008.

Parece probable que el desarrollo de NFT represente un estado de degeneracion neuronal en
que los PHF extracelulares marcan el lugar de la muerte celular. Se ha descubierto que los
PHF contienen ubiquitina, polipéptido integrante del sistema proteolitico del ATP vy

posiblemente responsable de la degradacion de proteinas intracelulares anomalas.

Tanto la cantidad de ovillos neurofibrilares como la pérdida neuronal y sinaptica se
correlacionan con la gravedad de la demencia, pero sin embargo, la carga amiloide no tiene
por qué ser un indicativo de la gravedad sintomatica. La hip6tesis mas aceptada en la

actualidad, conocida como la hipotesis de la cascada amiloide, postula que PA es el
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desencadenante del deterioro neurofuncional como se detallard a continuacion, asi como
finalmente, la muerte neuronal. Se ha demostrado recientemente que la BA adopta un papel
favorecedor y como agente causal sobre la patologia Tau,® debido fundamentalmente a la

genetica.
2.2.2. El péptido pB-amiloide (BA).

El péptido BA es un producto resultante del catabolismo de la amilina (APP), tras su escisiOn
secuencial por las enzimas [ y vy-secretasas. Este proceso amiloidogénico sucede
mayoritariamente a nivel de los endosomas tardios tras endocitarse APP desde la membrana
plasmatica.

Estas proteinas amiloideas estan presentes en otros mamiferos y parecen asociarse a procesos
degenerativos corticales. La subunidad proteica A-4 del amiloide, un agregado polipeptidico,
es un producto neuronal que deriva de un precursor similar a un receptor glucosilado de
superficie. Este precursor se codifica en el cromosoma 21 y se manifiesta como un catabolito

aberrante en la EA y en el sindrome de Down.’

[T | aPP

| Bacet
APP mutation [ I [ [ ]
App gene duplication
Trsomy 21 - APP \CTF sAPPp PCTF (Cc99)
..... peTE TN : I
........ { o } H
ST N T i 1 As

Risk : : I

-
Ap, 1 Presenilin 1 mutation
=1 Presenilin 2 mutation

Figura 4: APP y la via endosomal-lisosomal (ELN) estan implicadas en la patogénesis de la
enfermedad de Alzheimer. Nixon RA, 2017.

Existe una via no amiloidogénica en la que la enzima a-secretasa escinde APP dentro de la
secuencia aminoacidica correspondiente a BA, impidiendo asi su generacion. En condiciones
normales se producen concentraciones muy bajas del péptido BA, de forma que existe un

equilibrio entre la formacién y la degradacién mediado por enzimas degradadoras como la

10



ion contenida en el mismo.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

neprilisina, la enzima degradadora de insulina (EDI) y posiblemente, también la ECA-I
(enzima convertidora de angiotensina-l). Recientemente, experimentos en ratones han
demostrado que los niveles de BA en el fluido intersticial del cerebro aumentan cuando lo
hace la actividad neuronal y disminuyen cuando ésta es inhibida.® La actividad sinaptica
induciria la endocitosis de APP desde la membrana plasmética y favoreceria asi su
procesamiento amiloidogénico en los endosomas. Esto parece deberse a la existencia de un
mecanismo de compensacion feedback negativo, ya que a concentraciones fisioldgicas BA es
a su vez capaz de regular la actividad sinaptica. También se ha sugerido que los monémeros
de BA tengan una funcion neuroprotectora, de manera que la toxicidad de las fibras presentes

en la EA se deberia a una pérdida de esta funcion.

La hipotesis de la cascada amiloide postula que las mutaciones en los genes APP y presenilina
1 y 2 provocan un aumento del ratio pA-42/BA-40, lo que desencadenaria la agregacion y
acumulacion de BA y toda la cascada patogénica consecutiva. Los oligomeros solubles de BA
desencadenarian un importante efecto téxico sobre las sinapsis, causando el deterioro
cognitivo y la aparente ausencia de correlacion entre la cantidad de placas amiloides vy el
grado de deterioro. Una vision general de la hipétesis amiloide asume que las placas seniles
representarian un reservorio de oligdmeros PBA y de otras biomoléculas solubles
potencialmente neurotdxicas, entre las que destacan los radicales libres y las citoquinas
proinflamatorias. La toxicidad inducida por BA producira una disfuncion sinaptica debido a
los efectos de estos péptidos sobre receptores ionotropicos y metabotrépicos de glutamato,
sobre la recaptacion de glutamato a nivel postsinaptico y sobre receptores colinérgicos,
provocando una pérdida de espinas dendriticas y con ello, la pérdida de la memoria
caracteristica de esta demencia.® Ademas estos péptidos provocan una enorme elevacion en
las concentraciones de calcio citoplasmatico en las neuronas intoxicadas, lo que provocaria la
sobreactivacion de la calcineurina, la desfosforilacion del factor de transcripcion NFAT, que
se translocaria al nucleo y activaria genes diana responsables de la distrofia de las neuritas

que rodean las placas y de la pérdida de sus espinas dendriticas.
2.2.3. La proteina Tau (7).

La proteina Tau (t) es el componente principal de los ovillos neurofibrilares, y se encuentra
asociada a microtubulos, expresandose en las neuronas del SNC. En la EA, Tau se encuentra
anormalmente hiperfosforilada, lo que conduce a una pérdida de su afinidad por los

microtlbulos y a su agregacion patoldgica en el compartimento somatodendritico de la

11
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neurona, dando lugar al ovillo neurofibrilar. La acumulacion de Tau en el compartimento
somatodendritico provocaria una pérdida de su funcion normal en el axon y alteraria el

transporte axonal de proteinas y organulos, pudiendo terminar en la muerte neuronal.

El precursor amiloideo coexiste en el centro de la placa con la a-l-antiquimotripsina de
origen astrocitico y vascular. En la placa aparecen procesos neuronales distendidos y
distroficos - conocidos como “neuritas” que son la caracteristica mas prominente de la
placa.” Las neuritas contienen los PHF que constituye el cuerpo de los NFT. En los cerebros
con EA existe una reduccion del 30 al 50% en la concentracion total de proteinas Tau con
respecto a los cerebros sanos, de forma que las neuritas contienen mas cantidad de proteinas

neurofilamentosas fosforiladas que los procesos neuronales normales.

Una de las hipotesis més aceptadas acerca del vinculo molecular entre BA y Tau es la de la
enzima glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3), en particular su isoforma [, debido a que su
hiperactividad en las neuronas de los enfermos de la EA seria la responsable del deterioro
cognitivo, la hiperfosforilacion de Tau y desorganizacion de los microtibulos de los axones,
un aumento de la produccién de BA por hiperfosforilacion de APP y presenilina 1, la muerte

neuronal inducida por apoptosis y la inflamacidn glial por la acumulacién de los ovillos.®

La ubiquitina, que sirve como sefial para la degradacién de proteinas en sistemas proteasicos
no lisosomales, también esta presente en las neuritas, quiza para potenciar intentos abortivos
de las neuronas con el fin de degradar un exceso de proteinas anomalas. A pesar de lo
interesante que pueda parecer esta hipotesis, el rol de la ubiquitina en los NFT todavia se
desconoce. Aun asi, se sabe que la dificultad de degradacion de las proteinas anormales en la
degeneracion neurofibrilar explica la incorporacion excesiva de ubiquitina y la anormal

inmunorreactividad para este péptido, cuya acumulacion es un hecho secundario en la EA.

3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consiste en analizar el papel de la autofagia en la
enfermedad de Alzheimer, desarrollando la conexion entre la disfuncion del sistema
endosomal-lisosomal y mitofagico con la patologia molecular de la enfermedad. También se

plantea la utilidad de la via autofagica como una diana terapéutica potencial en las
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enfermedades neurodegenerativas, debido a sus funciones de reciclaje y mantenimiento del

citoplasma celular.

3. METODOLOGIA

Para la realizacion de este trabajo se llevé a cabo una amplia revision bibliogréfica de
distintos articulos cientificos sobre Autofagia y Alzheimer. Se empled para ello la base de
datos bibliografica Medline (PubMed) y el buscador Google Académico, restringiendo las
busquedas a los afios 2010-2018 y excluyendo aquellos articulos que no estuvieran escritos en
inglés o espafiol. Por otra parte, se consultaron algunos libros especializados en la enfermedad

de Alzheimer con el fin de ampliar los conocimientos basicos sobre el tema.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Lisosomas neuronales y mTORC1.

Las distintas funciones neuronales que dependen de los lisosomas requieren una distribucion
precisa de los mismos en sitios especificos dentro de las neuronas y una posible necesidad de
su redistribucion en respuesta a los cambios en la fisiologia y demanda neuronal. Los
lisosomas se caracterizan por tener una distribucion polarizada en las neuronas, en donde son
mas abundantes en los cuerpos celulares neuronales, se encuentran moderadamente presentes
en las dendritas y son relativamente raros en los axones.'® Este patron de distribucion de los
lisosomas en las neuronas plantea algunas preguntas, especialmente sobre los mecanismos
subyacentes que controlan su movimiento, aunque comienzan a sugerirse funciones

compartimentales especificas de estos lisosomas.

Retrograde transport
of autophagic cargo
—

=
... -

Normal condition/basal autophagy

Triggered local biosynthess
of autophagosomes
Lysosomes/late

endosomes? .

—_

LSRR [ IS <t
> N
Pathological autophagy Null autophagy

Figura 5: Modelo propuesto de autofagia neuronal en los axones. Yue Z et al., 2009.
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Sin embargo, llama la atencion la alta tasa de autofagia en los axones, asi como la capacidad
de los autofagosomas de formarse alrededor de las mitocondrias axonales dafiadas de manera
aguda, lo que parece un paso importante en la prevencion de la acumulacion de material
celular potencialmente dafiino en los axones. Los autofagosomas axonales en ocasiones se
fusionan con los lisosomas para degradar su contenido, lo que parece ocurrir a través de un
proceso de maduracion en el que se forman anfisomas que viajan al cuerpo neuronal,
adquiriendo LAMP-1 y acidificandose en el proceso.

La importancia fisioldgica de la maduracion lisosomal y de su transporte retrégrado a la zona
somatodendritica parece residir en que ayuda al reciclaje de nutrientes clave, como
aminoéacidos, cerca del sitio principal de traduccion de proteinas en el cuerpo neuronal. !

El mecanismo de mTORCL1 hace que su sefializacion dependa de la disponibilidad local de
lisosomas y plantea preguntas sobre la regulacion de esta via en neuronas maduras, donde el
crecimiento principal no es una prioridad, pero donde la sefializacion de mTORCL controla
maltiples aspectos de la fisiologia neuronal. El contraste entre la distribucion restringida de
los lisosomas en las neuronas, como se ha comentado anteriormente, y los muchos sitios de
sefializacion de mTORC1 sugiere que los distintos conjuntos de lisosomas se dirigen
dinamicamente a sitios de accién de mTORCL en la neurona o que otros mecanismos
alternativos podrian apoyar la activacion localizada de mTORCL1 en las neuronas.

Teniendo en cuenta la conexion entre mTORCL y la autofagia, se corrobora que las neuronas
sanas normalmente mantienen bajos niveles de autofagosomas incluso ante la disponibilidad
de nutrientes. La hipétesis habitual sugiere que las neuronas estan privadas de una induccion
de la autofagia a gran escala en respuesta a la falta de nutrientes debido a su limitada
capacidad de utilizar multiples fuentes de energia para mantener sus funciones con
normalidad.'? Se ha demostrado que la insulina es un factor clave en este sentido, de forma
que la ausencia de insulina induce la autofagia en las neuronas primarias de forma mTOR-
dependiente. Esto sugiere que la sefializacion activa de la insulina es responsable del bajo
nivel de formacion de autofagosomas en neuronas sanas, por lo que la via de la insulina es un

mecanismo fundamental para el control de la autofagia basal en neuronas.
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5.1.1. Disfuncidn lisosomal en la enfermedad de Alzheimer.

Los agregados de fibrillas amiloides, caracteristicos de la EA, se encuentran rodeados de
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neuritas hinchadas que estan llenas de lo que se ha comprobado que son lisosomas. La

anormal distribucién de los lisosomas axonicos en la EA plantea como se regula la

abundancia de lisosomas axonales.

Un papel importante en este sentido le corresponde a JIP3 (también conocida como
MAPKS8IP3, cuya pérdida en multiples organismos trae consigo la acumulacion axonal
ectopica de lisosomas, un mayor procesamiento de la APP y un aumento de los niveles de B-
amiloide, empeorando la patologia).!* JIP3 puede tener una funcion que es similar a la
proteina adaptadora RILP que soporta el transporte de lisosomas mediado por dineina al
actuar como un puente entre Rab7 en la superficie de los endolisosomas y el motor de
dineina.

La red endo-lisosdmica esta involucrada tanto en la generacion proteolitica de fragmentos
terminales de APP como en la de péptido BA a partir de APP y su hidrélisis completa. La

APP, como una proteina unida a la membrana, esta sujeta al transporte vesicular,

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

procesamiento y degradacién dentro de esta red. Sin embargo, si la APP no se escinde en la
red endo-lisosdmica, puede ser enviada al aparato de Golgi o reciclarse de nuevo a la
membrana plasmatica, donde puede ser procesada por la a-secretasa a través de la via no

amiloidogénica.
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Se sugiere que la generacion del péptido BA ocurre en los endosomas, y en apoyo de esta
hipétesis, la B-secretasa tiene una actividad 6ptima a pH ligeramente &cido, localizdndose
conjuntamente con la APP en compartimentos endosémicos, pero no lisosémicos.*? Como la
[-secretasa normalmente se degrada en organulos que se han fusionado con el lisosoma, esta
acumulacion puede ser una consecuencia de la falta de proteasas lisosomicas presentes en este
grupo de vesiculas que se acumulan anormalmente. La acumulacion de -secretasa, como
consecuencia de la falta de proteasas lisosdmicas en este grupo de vesiculas, también puede
impulsar atin mas la progresion de la enfermedad, promoviendo la produccion de PA.°

Dos complejos de y-secretasa que contienen presenilina 1 y presenilina 2 como subunidades
alternativas tienen diferentes distribuciones intracelulares: la presenilina 2 se encuentra
predominantemente en endosomas y lisosomas tardios, mientras que la presenilina 1 se
distribuye de forma mas amplia. Curiosamente, se descubrio que la presenilina 2 es
responsable de la formacion de mas BA intracelular, lo que se considera que dirige la

patogénesis de la EA.

A Elevated pCTF
conditions:

B
PH- AppL1
B

WT conditions

B Dynein-dynactin
complex

NGF-trkA - endosome transport
NGF- endosome nuclear signaling

Loss of cholinergic phenolype/
neurodegeneration

Figura 7: Los fragmentos terminales de APP y el péptido BA median la patologia en los
endosomas. Nixon RA, 2017.

Ademas de la patologia endosomal sustancial, se han observado aumentos en el nimero y
tamario de otras vesiculas de la ruta de degradacion en el cerebro con EA. Algunas de las

primeras placas amiloides observadas son proximales a los axones distréficos, y los autores
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han postulado que el transporte axonal est parcialmente bloqueado; la acumulacion de
vesiculas autofagicas en los axones parece resultar de un fracaso del transporte axonal
retrégrado, que de alguna manera esta relacionado funcionalmente con un déficit en la
funcién lisosomica, colocando la actividad lisosomica en el centro de un aspecto patologico
prominente en la EA.2 La mayoria de las vesiculas que se acumulan alrededor de las placas
amiloides residen dentro de axones neuronales hinchados que entran en contacto con las
placas amiloides. Las vesiculas en estos axones inflamados se diferencian de los lisosomas de
los cuerpos neuronales en que solo contienen niveles bajos de las proteasas lisosdmicas
catepsinaB, Dy L.

Curiosamente, los organulos que ocupan las distrofias axonales que rodean las placas si
contienen progranulina, una proteina cuyo gen esta fuertemente relacionado genéticamente
con los trastornos de almacenamiento lisosomal y la neurodegeneracion de inicio tardio y
ademas la enzima de escision de la APP del sitio b1, la enzima responsable de iniciar la
escision P de la APP, estd enriquecida en las vesiculas que se acumulan en las placas

amiloides, lo que apoya fuertemente la relevancia de la patologia lisosomal en la EA.

5.2. El papel de la autofagia en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.

La via autofagica-lisosomal (ALP) es una via clave para el aclaramiento de BA. El aparato de
Golgi, los endosomas, los lisosomas y el autofagosoma participan en la liberacion de BA
mediada por autofagia al espacio extracelular. Normalmente no hay acumulacion de proteinas
BA en el SNC humano porque la velocidad de eliminacion es mayor que la velocidad de
produccion, por lo que la autofagia tiene un papel importante en la regulacién de la
generacion o degradacion de BA. Los autofagosomas se fusionan con los lisosomas y las
vacuolas que contienen BA o con proteinas que se degradan dentro de los lisosomas por
hidrolisis durante la autofagia. En el proceso patolégico de la EA, las actividades autofagicas
discordantes inducen un defecto de maduracion de los extremos del autofagosoma con
acumulaciones masivas de autofagosomas en las neuronas.

LC3B se colocaliza con la APP durante la patogénesis de la EA y la deficiencia de Atg5 o
Atg7 en las células neuronales conduce a la neurodegeneracién, junto con la acumulacion de
autofagosomas en las neuronas. Debido a la eliminacion del aclaramiento de los
autofagosomas y la acumulacion de proteinas BA, éstos se convierten en los principales
péptidos toxicos intracelulares en las neuronas. La inhibicion de la autofagia mediante la
modulacion de mMTORC1 reduce la actividad de las enzimas de ubiquitinacion USP10/13 y

promueve la degradacion del complejo de la PI3K (VPS34) y, por lo tanto, disminuye la
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secrecion de BA. La delecion de la cistatina B, un inhibidor de la catepsina, restaura las
funciones de la via autofagica-lisosomal, lo que parece reducir el nivel toxico de BA40 o
BA42 y de ese modo mejora la carga de placa de BA y con ello, los déficits de la memoria de
aprendizaje.'*
Aunque es posible que el aumento de la actividad lisosomal actie como una forma de
eliminacién de materiales neurotoxicos, la pérdida de integridad lisosémica puede provocar la
muerte celular en el cerebro neurodegenerativo.™® Por lo tanto, debido a que la autofagia es un
mecanismo catabolico, que opera en condiciones de estrés para reciclar o eliminar materiales
citoplasmaticos, las proteinas mal plegadas pueden eliminarse por autofagia como medida de
proteccion; asi mismo, la funcién de la autofagia puede producir muerte celular en neuronas
gue acumulan agregados de una manera que resulta en una condicién patologica.
Varias vias de sefializacion y factores moduladores de la autofagia tienen un impacto
relevante en la patogénesis de los trastornos neurodegenerativos:

= Beclina-1 (BECN1): también conocida como Atg6, participa en el reclutamiento de la

membrana para formar autofagosomas a través de la activacion de la actividad de

promocion de la autofagia de la proteina Vps34.

En contraste con la funcion protectora de la autofagia, la muerte de células neuronales puede
implicar a procesos de autofagia. La interaccion de la beclina 1 y de Bcl-2 sugiere la
coordinacion entre los tipos de muerte celular apoptoticos y autofagicos. Debido a que la
autofagia se observa con frecuencia cuando se suprime la apoptosis, la muerte celular
autofagica puede ser un proceso de respaldo para la apoptosis.’®
» Presenilina 1 (PS1): como se ha mencionado, PS1 es un componente cataliticamente
activo del complejo y-secretasa y esa y-Secretasa es una aspartil proteasa que segmenta

la membrana.

En el modelo PS1/APP, la induccion de la autofagia es evidente en las neuronas antes de que

se vuelvan vulnerables a la deposicion extracelular de BA. PS1 es esencial para la

acidificacion de los lisosomas y la activacion de la catepsina durante la autofagia, de forma

que las mutaciones de PS1 alteran la eliminacion de proteinas anormalmente modificadas en

las neuronas, lo que acelera la muerte celular.

= Tau (7): la creciente evidencia sugiere que la acumulacion patoldgica de Tau es mas

relevante para el desarrollo de la neurodegeneracion y el deterioro cognitivo en
pacientes con EA. La via autofagica esta relacionada con la fosforilacion de Tau en

condiciones fisioldgicas y patologicas en las neuronas y la autofagia juega un papel
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crucial en la degradacion de las proteinas Tau solubles enddgenas, lo que es
beneficioso para evitar la acumulacion de agregados proteicos.

Por tanto, la activacion de la autofagia suprime la agregacion Tau y elimina su citotoxicidad.
En oposicion a esto, la hiperfosforilacion de Tau conduce a la disfuncién de la autofagia. El
transporte de autofagosomas depende principalmente de su movimiento a lo largo de los
microtubulos durante la autofagia. La hiperfosforilacion de Tau produce la desestabilizacion
de los microttbulos neuronales y, por lo tanto, afecta a la ubicacion y la funcion de los
lisosomas y las mitocondrias.
= Chaperonas: las chaperonas moleculares son mecanismos especializados que ayudan
al plegamiento de proteinas y previenen la agregacion de proteinas toxicas. Durante la
autofagia mediada por chaperonas, estas proteinas se unen a fA y Tau y promueven su

degradacion.

Tanto Hsp90 como Hsp70 participan en el metabolismo de APP: Hsp90 promueve el
ensamblaje y la estabilidad de la subunidad proteasomal 26S y regula el plegamiento
incorrecto y la estabilizacion de proteinas neurotdxicas, facilitando la patologia Tau. La
inhibicion de Hsp90 suprime las quinasas implicadas en la hiperfosforilacion persistente e
induce la unién de Hsp70 con proteinas anormales para formar un complejo ubiquitinado por
CHIP y degradado a través de la protedlisis; de hecho, la Tau fosforilada se degrada
selectivamente a través del complejo Hsp90-CHIP .14

Ademas de esto, las chaperonas facilitan la entrada de proteinas en los lisosomas para su
degradacion mediante la via de autofagia mediada por chaperonas (CMA). La funcion de
degradacion de proteinas intracelulares y la actividad CMA junto con el nivel de LAMP-2A
disminuyen con el envejecimiento en muchos tejidos y 6rganos, pero dichos cambios se

observan de manera prominente en el SNC.

5.2.1. Disfuncién mitocondrial en la enfermedad de Alzheimer.

La disfuncién mitocondrial esta implicada en una amplia gama de enfermedades y se ha
propuesto como un factor causal en una serie de enfermedades neurodegenerativas, incluida la
EA, en la que se considera un evento temprano.® Se ha asociado un aumento excesivo en la
apoptosis en esta enfermedad, de forma que se ha demostrado que la ruta intrinseca mediada
por mitocondrias esta implicada recientemente en la muerte neuronal prematura observada en

trastornos neuroldgicos, con vias apoptéticas mediadas por caspasas.
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El aumento de la fragmentacion del DNA en los cerebros afectados por la EA, sugiere que la
neurodegeneracion podria ser el resultado de la apoptosis, ya que el péptido BA intracelular
activa la liberacion del citocromo c, lo que resulta en apoptosis neuronal .18

La disfuncién en el metabolismo de la glucosa y en la

bioenergética, asi como en las mitocondrias, son

Gene mutations

antecedentes consistentes del fenotipo patol6gico de la
wsesome | EA, Incluidas las placas de BA y los ovillos

neurofibrilares. Las mitocondrias disfuncionales

Autophagosome

producen altos niveles de ROS que pueden afectar

t negativamente a los componentes mitocondriales

l Phagophore

LCy

especificos, incluido el DNA mitocondrial, los lipidos

e de la membrana y los componentes de la fosforilacidn
VDAC

oxidativa.

Figura 8: Mitofagia mediada por PINK1/Parkina. Son JH et al., 2012.

Se ha demostrado que el BA se localiza y se acumula en la mitocondria, lo que aumenta la
toxicidad mitocondrial y la muerte neuronal caracteristica de la EA. Esta acumulacion de BA
en cerebros con EA afecta la respiracion mitocondrial con una desregulacion del complejo |
correlacionada con la toxicidad Tau, y una desregulacion del complejo IV asociado con una
mayor carga de BA.

También parece haber una conexion fisioldgica entre la patologia Tau y la disfuncion
mitocondrial en la EA: se ha demostrado que Tau fosforilada bloguea el transporte
mitocondrial, lo que resulta en la privacion de energia y el estrés oxidativo en la sinapsis y,
por tanto, en la neurodegeneracién. Estudios recientes también implican en la patogenia al
canal anionico dependiente de voltaje 1 (VDAC1), el controlador de acceso mitocondrial, al
demostrarse que las interacciones entre VDACI, BA y la Tau fosforilada conducen a la

disfunciéon mitocondrial.

6. CONCLUSIONES

Numerosos estudios experimentales han demostrado la conexion entre las enfermedades
neurodegenerativas y las vias autofagicas, tanto selectivas como no selectivas, como se ha

desarrollado anteriormente.
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Debido a su funcion fisioldgica, las mutaciones, disfunciones o alteraciones en la regulacion
de las distintas fases del proceso autofagico y de las proteinas que lo conforman, derivan en
un trastorno en la funcion neuronal y especialmente en una acumulacion patoldgica de PA en
la EA.

Dado que la deficiencia del sistema endosomal-lisosomal pone de manifiesto toda la patologia
molecular neurodegenerativa, el aumento de la actividad lisosémica parece tener una
relevancia terapéutica crucial en la mejora del aclaramiento, especialmente en la EA de
aparicion tardia; esto tendria como resultado un aumento en la degradacién lisosomal de la
APP, reduciendo la generacion de fragmentos terminales de APP y de péptidos PA a partir de
las secretasas.

Esto se puede efectuar potenciando la actividad de la catepsina lisosomica mediante la
delecion genética de la cistatina B, un inhibidor endégeno de las cistein-proteasas
lisosdmicas; esto es suficiente para prevenir el agrandamiento lisosémico, reducir la cantidad
de péptido BA intra y extracelular y frenar el avance de la sintomatologia cognitiva. La
potenciacion de la actividad de las enzimas lisosomales es otro punto de partida interesante
para reducir la carga proteica anémala.®

Con respecto a la propia ruta autofagica, debido a que como se ha mencionado, la deficiencia
de beclina-1 interrumpe la autofagia neuronal, modula el metabolismo de la APP y promueve
la neurodegeneracion, por lo que un incremento de la misma tendria un potencial papel
terapéutico en la EA. Asi mismo, en el contexto de la autofagia mediada por chaperonas
(CMA), debido a que las chaperonas regulan el plegamiento de proteinas recién sintetizadas y
transfieren proteinas disfuncionales a sistemas de degradacion, una red de chaperonas puede
ser un objetivo molecular para desarrollar diferentes estrategias a nivel de tratamiento de la
EA, como ya estan enfocandose las Ultimas investigaciones: por una parte, centrandose en
Hsp70 como proteina dependiente de ATP, y por otra, inhibiendo Hsp90, lo que aumenta la
degradacion de Tau.

Finalmente, la regulacion de la ruta por mTORC1 la sita como objetivo principal a la hora de
buscar candidatos moleculares para controlar la neurodegeneracién, ya que mTOR desempefia
un papel esencial en las funciones neuronales mediante el control de la homeostasis de
proteinas. La inhibicidn farmacologica de la sefializacion de mTOR con rapamicina ha
demostrado rescatar los déficits cognitivos y mejorar la patologia BA y Tau mediante el
aumento de la autofagia en modelos animales de EA. Esto sugiere que una inhibicion a largo

plazo, mediante una hipotética terapia farmacoldgica orientada en este sentido, puede reducir
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el acumulo de BA y Tau, favoreciendo posteriormente el aprendizaje y la memoria en los
pacientes.

En definitiva y, sin duda alguna, las vias autofagicas ofrecen una enorme cantidad de dianas
moleculares para orientar posibles nuevos tratamientos. Sélo el avance en estas

investigaciones podra dilucidar si nos vamos acercando al fin de esta devastadora epidemia.
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