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RESUMEN

Un gran numero de enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por
la acumulacion de agregados de proteinas amiloidogénicas como la Tau, Alfa-
sinucleina y Beta-amiloide. Previa a la formacion de agregados estables,
aparecen especies intermedias de estas proteinas: los oligobmeros. Los
oligdmeros pueden ser mas téxicos y patolégicamente mas significativos en
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (EA) y el Parkinson (EP).
Las neuronas son células que presentan una fuerte actividad metabdlica
asociadaauna elevada actividad transcripcional. Tratandose de células de vida
larga las hacen vulnerables al dafio oxidativo del genoma, incluyendo roturas
de la cadena de DNA y mutaciones de sus bases. Existe una creciente
evidencia de una acumulacion de lesiones en eIDNAque no se reparan en el
sistema nervioso central (SNC) durante el envejecimiento acelerado y la
neurodegeneracion progresiva. Los metales pro-oxidantes, las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y las proteinas amiloidogénicas mal plegadas
contribuyen a las alteraciones en el genoma del SNC durante el envejecimiento
acelerado y la neurodegeneracion progresiva. Multiples dafios en el SNC
impiden la reparaciondel DNA, sefialando una respuesta al dafio en el DNA
(DDR) que conduce a la acumulaciéon de dafos persistentes, una caracteristica
comun en las enfermedades neurodegenerativas esporadicas. La ubiquitina y
los pequefios modificadores similares a la ubiquitina como las proteinas SUMO
son los marcadores comunes que sefialan la degradacion. Aunque la
modificacion de grandes agregados amiloides por ubiquitinaciébn esta bien
establecida, se sabe muy poco sobre el papel que la ubiquitina puede jugar en
el procesamiento de los oligébmeros y la importancia de la sumoilacién. Muchas
proteinas implicadas en la neurodegeneracion estan sumoiladas, notablemente
por ejemplo la proteina Tau en los cerebros con EA. Una mejor comprension de
las modificaciones covalentes de los oligbmeros podria tener un enorme
impacto en el desarrollo de agentes terapéuticos para las enfermedades
neurodegenerativas. Hemos revisado los Ultimos avances de las implicaciones
etiologicas del dafio del DNA versus el desequilibrio en la reparacién, con la
anormal sefializacion DDR en el desencadenamiento de la neurodegeneracion
y el potencial del DDR como objetivo para la mejora de las enfermedades
neurodegenerativas. También nos hemos centrado en la protedlisis de Tau y
otras proteinas amiloidogénicas inducidas por modificacionescovalentes,asi
como la relacién entre los oligdbmeros de Tau y la sumoilacion.

Palabras clave: Alzheimer; Parkinson; Neurodegenerative diseases; SUMO;
Proteasoma; Ubiquitina; Tau; HRR (Homologous Recombination Repair); NHEJ
(Non Homologous End Joining); y DSBs (Double-Strand DNA Breaks).

ABSTRACT

A large number of neurodegenerative diseases are characterized by the
accumulation of aggregates of amyloidogenic proteins such as Tau, Alpha-
synuclein and Beta-amyloid. Prior to the formation of stable aggregates,
intermediate species of these proteins appear Oligomers. Oligomers may be
more toxic and pathologically more significant in neurodegenerative diseases

1



UcC

UNIVERSIDAD

EESUEIPROTEOSTASIS Y REPARACION DEL DNA: RELACION CON LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

such as Alzheimer's (EA) and Parkinson's (EP). Neurons are cells with a strong
metabolic activity associated with a high transcriptional activity. When dealing
with long-lived cells, they make them vulnerable to oxidative damage in the
genome, including Double-strand DNA breaks and mutations of their bases.
There are increased evidences of an accumulation of DNA damage that does
not repair in the central nervous system (SNC) during accelerated aging and
progressive neurodegeneration. Pro-oxidant metals, reactive oxygen species
(ROS), and poorly folded amyloidogenic proteins contribute to alterations in the
SNC genome during accelerated aging and progressive neurodegeneration.
Multiple CNS damages prevent DNA repair by pointing to a DNA damage
(DDR) response that leads to persistent damage accumulation, a common
feature in sporadic neurodegenerative diseases. Ubiquitin and ubiquitin-like
modifiers such as SUMO proteins are common markers to signal degradation.
Although the modification of large amyloid aggregates by ubiquitination is well
established, very little is known about the role that ubiquitin can play in the
processing of oligomers and the importance of sumoylation. Many proteins
involved in neurodegeneration are sumoylated, notably for example the Tau
protein in brains with EA. A better understanding of the covalent modifications
of the oligomers could have a huge impact on the development of therapeutic
agents for neurodegenerative diseases. We have reviewed the latest advances
in the etiological implications of DNA damage versus imbalance in repair, with
abnormal DDR signaling in the onset of neurodegeneration and the potential for
DDR as a target for the improvement of neurodegenerative diseases. We have
also focused the work on the proteolysis of Tau and other amyloidogenic
proteins induced by covalent modifications, as well as the relationship between
Tau oligomers and sumoylation.

1. INTRODUCCION
1.1. Neurodegeneracion

Con el envejecimiento de la poblacion, las enfermedades neurodegenerativas son cada
vez mas frecuentes y suponen unos costes cada vez mas importantes en el sistema
sanitario (1,2,3) (Cacabelos, 2017; Kerner et al., 2014; Mu et al., 2008).

El término neurodegeneracién describe un conjunto diverso de mas de 600
enfermedades neurodegenerativas, caracterizadas por la pérdida de grupos especificos
de neuronas tanto en el cerebro como en la médula espinal. Si bien la mayoria de las
enfermedades neurodegenerativas son esporadicas, se estima que alrededor del 10-20%
de ellas se deben a mutaciones hereditarias especificas que aceleran su fenotipo en
presencia de diversos factores ambientales. Las enfermedades neurodegenerativas mas
comunes son la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis
lateral amiotrdfica (ALS), la enfermedad de Huntington (HD), la esclerosis multiple
(EM) vy las enfermedades de priones. Todas ellas no s6lo se asocian con el
envejecimiento, sino que se relacionan también a distintas etiologias como mutaciones
somaticas, cambios epigenéticos, factores ambientales (estrés, infeccion y nutricion) e
inestabilidad gendmica (1,2) (Cacabelos, 2017; Kerner et al., 2014).

1.2. Proteostasis
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El término proteostasis, combinacion de las palabras proteina y homeostasis, se refiere
al hecho deque las células presentan vias biologicas que controlan la génesis, el
plegamiento, el trafico y la degradacion de proteinas presentes tanto en el interior como
en el exterior de la célula. Controlareste mecanismo es fundamental para comprender la
causa de las enfermedades asociadas con el exceso de proteinas mal plegadas y las
causas que conducen a la aparicion de enfermedades asociadas a trastornos
degenerativos (3) (Mu et al., 2008). Las deficiencias en su control conducen a diversos
trastornos metabolicos, oncoldgicos, neurodegenerativos y cardiovasculares. Los
sistemas que regulan estos procesos son pequefias moléculas que manipulan la
concentracion, la conformacion, la estructura cuaternaria y/o la ubicacion de las
proteinas y tienen el potencial de mejorar algunas de las enfermedades méas prevalentes
en la actualidad, pero sobre todo en el futuro debido a su asociacion con el
envejecimiento de la poblacion (4) (Tanaka et al., 2014).Se hace ademas
impresicindible conocer los mecanismos de adaptacion de la proteostasis que
permitansu restauracion una vez que su mal funcionamiento conduzca a la patologia.
Por lo tanto, la proteostasis celular es clave para asegurar el desarrollo, el
envejecimiento saludable y la resistencia al estrés ambiental manteniendo la salud del
proteoma y del organismo.

Las proteinas dentro de la célula presentan un estado dinamico que busca el
equilibrio adecuado entre la sintesis y la degradacion de las mismas. La
proteolisis juega un papel central en la renovacion de proteinas de cara a
mantener la calidad de las proteinas en la célula mediante la destruccién de los
componentes disfuncionales. La proteostasis es un proceso critico que
funciona mal en las enfermedades neurodegenerativas y en otros trastornos
caracterizados por la acumulacion de proteinas tdxicas. Existen dos
mecanismos de destruccidén de proteinas disfuncionales: el sistema ubitiquina-
proteasoma y la degradacion autofagica. Ambos sistemas garantizan la
proteolisis en las células eucariotas (Figura 1). El proteasoma, en colaboracion
con el sistema de ubiquitina que marca las proteinas diana, degrada
selectivamente las proteinas reguladoras de vida corta que participan en el
control homeostatico de la célula y las proteinas anormales con estructuras
aberrantes cuya acumulacion en exceso es dafiina (5) (Tanaka, 2013).

Por el contrario, la degradacion autofagica se veia como un proceso no
selectivo en comparacion con el proteasoma, estudios recientes han
demostrado que puede ser mas selectiva de lo que se creia y se ha establecido
su disfuncion en las enfermedades neurodegenerativas (6) (Shibutani et al.,
2014). Esta ultima ruta era la forma para asegurar los nutrientes en condiciones
de escasez. Sin embargo, mas recientemente, han surgido datos
sorprendentes que demuestran que la autofagia, trabajando en conjunto con la
ubiquitina (sistema autofagia-lisosoma) contribuye a un proceso de
degradacion selectiva (7) (Komatsu et al., 2007).
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Figura 1. Las dos vias de la proteolisis intracelular: la ubiquitina-proteasoma y la autofagia-
lisosoma. Ambos sistemas estan vinculados a una gran variedad procesos fisiolégicos y
patolégicos en las células eucariotas.Tanaka et al. 2014

El sistema ubitiquina proteosoma (UPS) parece tener numerosas implicaciones
en las enfermedades neurodegenerativas y es por tanto un tema de
investigacion actual. El deterioro de las neuronas de los pacientes con
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y otras enfermedades del
sistema nervioso estan relacionadas con proteinas amiloides (Tabla 1). En los
pacientes con estas enfermedades probablemente el sistema UPS funciona
mal y esto, podria ser uno de los primeros eslabones en la cadena de eventos
que conducen a la neurotoxicidad (8) (Deger et al., 2015). La inhibicion de la
actividad del proteasoma permite a las proteinas defectuosas alcanzar niveles
toxicos (8) (Deger et al., 2015). Un ejemplo destacado es la correlacion entre
familias con mutaciones en los genes que codifican los componentes
principales del UPS y las enfermedades neurodegenerativas (9) (Steece-Collier
Ketal., 2002).
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Enfermedad Proteinas implicadas
Parkinson's disease (PD) a-synuclein Tau
Alzheimer's disease (AD) Amyloid-B Tau
Huntington's disease (HD) Huntingtin Tau
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) TDP43 Tau
Frontotemporal lobar dementia Tau
Traumatic brain injury Tau
Scrapie Pricn (Pre{sc))

Tabla 1. Resumen de algunas enfermedades neurodegenerativas y las proteinas amiloides
implicadas en su patogenia.(8) (Deger et al., 2015).

1.3. Reparacion del DNA

La capacidad de nuestras células para detectar y reparar el DNA dafado es
clave para prevenir la inestabilidad gendémica (10,11) (Jackson et al., 2009;
Ciccia et al. 2010).

Las rupturas de la doble cadena de DNA (DSB) son lesiones particularmente
peligrosas ya que su reparacion inadecuada puede dar lugar a translocaciones
cromosOmicas (12,13) (Hanahan et al.,, 2011; Rodgers et al., 2016). Para
evitar esta amenaza, el equilibrio entre las dos principales vias de reparacion
del DRB, la recombinacion homologa (HR) y la clasica unién no-homéloga (C-
NHEJ), se rigen por varios factores (14,15) (Chapman et al., 2012;Ceccaldi et
al., 2016). C-NHEJ funciona con una cinética rapida a lo largo de todo el ciclo
celular y liga directamente los extremos rotos del DNA sin requerir una cadena
complementaria para guiar la reparacion (16,17,18) (Chiruvella et al., 2013;
Radhakrishnan et al., 2014; Graham et al., 2016). Por el contrario, la HR es
mas lenta y esta restringida a las fases S y G2 del ciclo celular porque requiere
una cromatida hermana intacta como plantilla para la reparacion dirigida por
homologia (19,20,21) (Karanam et al., 2012; Jasin et al., 2013; Orthwein et al.,
2015). La HR se inicia mediante la reseccion del extremo del DNA, un
mecanismo evolutivamente conservado que genera largos trozos 3" de cadena
sencilla de DNA (ssDNA) por degradacion nucleolitica de la cadena terminal 5
de DSB (22,23) (Cejka et al., 2015; Daley et al., 2015). En consecuencia, la
reseccion del extremo del DNA es un requisito previo para la formacién del
complejoproteico Rad51-ssDNA para promover la HR. Al mismo tiempo, impide
el montaje de la maquinaria C-NHEJ, mas concretamente el heterodimero
Ku70-Ku80 (Ku), para puentear y ligar los extremos rotos del DNA (24)
(Kakarougkas et al., 2014). Por lo tanto, siendo un determinante critico de la
eleccion de la via de reparacion DSB, la reseccion del extremo del DNA se
controla estrechamente a través de multiples mecanismos, incluyendo las
modificaciones postraduccionales (PTMs). Por ejemplo, los componentes
centrales de la maquinaria de reseccion de DSB, asi como los antagonistas de
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reseccion, sufren fosforilacion por quinasas dependientes de ciclina para
desplazar gradualmente la reparacion de DSB de NHEJ a HR en las etapas
post-replicativas del ciclo celular (25,26) (Tomimatsu et al., 2014, Tkac et al.,
2016). Ademas de la fosforilacion, estudios recientes han puesto de relieve el
papel de la ubiquitilacién y de la sumoilacion, que controlan casi todos los
aspectos de las respuestas celulares al dafio del DNA, incluyendo la reparacion
de los DSBs (27,28) (Jackson et al., 2013; Schwertman et al., 2016). Esto ha
sido demostrado en estudios de proteOmica de alto rendimiento que revelan
que la reparacion DDR es facilitada por la ubiquitilacion y la sumoilacion
inducidas por dafios globales del DNA (29,30,31) (Cremona et al., 2012;
Psakhye et al., 2012; Elia et al., 2015).

La reseccion del extremo del DNA en las células eucariotas es un proceso
bidireccional que consta de dos etapas siendo iniciado por el complejo de
nucleasa MRX (Mrell-Rad50-Xrs2) en conjuncion con el complejo MRN
(MRE11-RAD50-NBS1). Posteriormente, la reseccion extendida se realiza
mediante dos mecanismos redundantes que implican la exonucleasa 5'-3' Exol
o la endonucleasa Dna2 en colaboracion con la helicasa BLM (o WRN) (22,32)
(Cejka et al., 2015; Sturzenegger et al., 2014). Como resultado de este
proceso, los tramos de ssDNA son recubiertos rapidamente por RPA, la
proteina heterotrimérica de unién a ssDNA, que sirve como plataforma para
activar los puntos de control del ciclo celular. Para que el ssDNA se utilice
como sustrato para la reparacion dirigida por homologia, RPA necesita ser
reemplazado por Rad51 con la ayuda de mediadores de recombinacion, por
ejemplo, BRCA2 (33) (Himmels et al., 2016).En la figura 2, se representa un
esquema simplificado del modelo bidireccional de reseccion del extremo del
DNA. Tras la induccién de la DSB, el complejo MRX/ N se localiza rapidamente
en el sitio dafiado. Durante las fases S y G2 del ciclo celular, la reseccion del
extremo del DNA es necesaria para la reparacion de las DSBs mediante
recombinacién homoéloga (HR). De acuerdo con la mas reciente evidencia
bioquimica en la levadura, MRX y Sae2 colaboran en la iniciacion de la
reseccion del extremo del DNA a través de la division endonucleolitica de la
cadena terminada en 5 ' hacia arriba del extremo DDR. A partir de la melladura,
se supone que por la actividad exonucleasa Mrell se degrada el DNA en una
direccion de 3 'a 5' hacia el extremo DSB. La cadena de DNA sencilla
resultante (ssDNA) es recubierta inmediatamente por RPA para proteger
ssDNA de la degradacion. El extremo rebajado 5' representa ahora el sustrato
preferido para la exonucleasa Exol de 5' a 3' para llevar a cabo una reseccion
mas procesada. Alternativamente, la reseccion extendida es catalizada por las
actividades combinadas de la endonucleasa y helicasa DNA2-BLM (o WRN) en
células humanas. Es importante destacar que los extremos de DSB procesados
no son sustratos para la unién a Ku, un requisito previo para la reparacion de
DSB mediante unién clasica no homologa (C-NHEJ). En ultima instancia, el
RPA se elimina del ssDNA y se sustituye por la recombinasa Rad51 para iniciar
la copia de la cadena de la croméatida hermana hacia abajo en la HR. (33)
(Himmels et al., 2016).
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Figura 2. Esquema simplificado del modelo bidireccional de reseccién del extremo del DNA.
(33) (Himmels et al., 2016).

En la figura 3 se representa un esquema de los factores de reseccidn
sometidos a ubiquitilacion y/o sumoilacién. Los puntos negros representan
modificaciones de la ubiquitina implicadas en la modulaciéon de la funcién
proteica; Los puntos rojos serian modificaciones de ubiquitina implicadas en la
degradacion de proteinas; Los cuadrados negros representan modificacidnes
SUMO; K — ubitiquina o SUMO residuos de lisina modificados en sustratos de
proteina (33) (Himmels et al., 2016).
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Figura 3. Esquema de los factores de reseccién sometidos a ubiquitilacién y/o sumoilacion (33)
(Himmels et al., 2016).

1.4. Sistemas de degradacion de proteinas: Ubiquitinay SUMO
El proteasoma 26S cataliza alrededor del 80% de la degradacion de proteinas
en células eucariotas, incluyendo tanto la rapida degradacioén de proteinas que

se han sintetizado erroneamente comola lenta degradacion del resto de las
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proteinas celulares (34) (Zhao et al., 2015). En consecuencia, la funcién del
proteasoma es esencial para la homeostasis de las proteinas e influye en la
regulacion de la mayoria de los procesos celulares. Desde los descubrimientos
del papel critico que desempefala ubiquitina (Ub) en el recambio de las
proteinas (35) (Hershko et al., 1980) y del complejo 26S en la digestion de
conjugados de ubiquitina (36,37) (Hough et al., 1987, Waxman et al.,1987) se
supone por regla general que las tasas de protedlisis por esta via se regulan
Gnicamente a través de la ubiquitilacion de proteinas. Sin embargo, ahora esta
claro que ubiquitilacion e incluso la asociacién de una proteina ubiquitilada con
el proteasoma no conduce necesariamente a su degradacion (38,39) (Finley,
2009; Inobe y Matouschek, 2014). Por lo tanto, el proteasoma no es
simplemente una maquina para la destruccion eficiente y automéatica de los
conjugados de ubiquitina y el reciclaje de la ubiquitina, sino que sus
propiedades también determinan si una proteina ubiquitilada sufre degradacion
0 permanece intacta. Ademas, la capacidad degradativa y la selectividad del
proteasoma no son algo fijo, sino que se regulan con precision mediante
distintos mecanismos.

Como puede verse en la figura 4 (40) (Collins y Goldberg, 2017) en el
proteasoma, los polipéptidos se digieren a péptidos cortos en segundos, el 90%
de los cuales varian entre dos y diez residuos de longitud (41) (Kisselev et al.,
1999) mediante peptidasas citosolicas. Debido a que la proteolisis es
irreversible, las consecuencias para las células pueden ser graves si los
proteasomas destruyen las proteinas de forma no selectiva o no funcionan de
forma procesada y liberan polipéptidos parcialmente degradados. Por lo tanto,
los proteasomas han desarrollado mecanismos complejos para evitar tales
fallos y asegurar una degradacioén eficiente y selectiva.

A B
Subunits Function
Rpn1, Rpn10, and Rpn13 Initial Ub binding
Usp6/Usp14 and Uch37 Ub removal and 19S activation
Rpn11 Removes final Ubs
19S ATPases
Rpt 1-6 Committed substrate binding,
unfolding, and translocation
Rpt2, Rpt3, Rpts 20S gate opening
208
a-subunits, N-termini 208 gate
g1, B2, and BS Peptide hydrolysis

Figura 4. Esquema de la estructura y funcidn del Proteasoma 26S. (40) (Collins y Goldberg,
2017)

Los estudios genéticos y bioquimicos han avanzado mucho de cara a la
comprension de los multiples pasos que tienen lugar en la degradaciéon via
proteasoma: la unidn de proteinas ubiquitiladas, su des-ubiquitilacién, y su
despliegue y translocacion al complejo 20S para su proteolisis dependiente de
ATP (Figura 5).
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Reversible binding Tight binding
Quiescent —» Partially active —>» Fully active —>» Processive
degradation
Ub chain binds Ub chain Loosely folded
Rpn10, Rpn13, interacts with region interacts
and Rpni Usp14/Uch3? with ATPases

Narrow ATPase Wider ATPase ATPases activated Final Ubs removed
channel closed channel open 208 translocation and translocation,
20S gate gate Rpn11 unfolding begins unfolding and
activated degradation

Figura 5. Esquema del mecanismo de activacion del proteasoma y de la destrucciéon del
conjugado de la ubiquitina(40) (Collins y Goldberg, 2017)

De manera que la degradacion proteasomal en células eucariotas esta
controlado por la ubiquitina. La ubiquitina marca la proteina diana en un
proceso de unidon covalente llamado conjugacién y como consecuencia, la
proteina marcada se envia al proteasoma para su digestion (8) (Deger et al.,
2015). Los aminoacidos componentes de proteinas degradadas son a menudo
reutilizados por la célula. El sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) tiene mucha
importancia en la correcta funcién celular. EI mejor entendimiento del sistema
UPS ayudara al entender qué estad ocurriendo en los pacientes que sufren
cancer, enfermedades inflamatorias, autoinmunes y enfermedades
neurodegenerativas (42,43) (Delobel et al., 2005; Wang et al., 2006). La
ubiquitilacién no es la Unica modificacién covalente implicada en la protedlisis y
la neurodegeneracion. Existe una familia de proteinas similares a la ubiquitina,
que se denominan pequefios modificadores similares a la ubiquitina (SUMO).
La sumoilacién, que es la unién covalente de SUMO a una proteina diana,
proporciona una manera reversible, rapida, y eficiente de regular los procesos
bioldgicos (44) (Gill, 2004). Muchas proteinas implicadas en las enfermedades
neurodegenerativas pueden sufrir sumoilacion, incluyendo la proteina Tau (45)
(Dorval et al. 2006).

En la enfermedad de Alzheimer, las proteinas Tau defectuosas forman ovillos
neurofibrilares intracelulares (NFTs), y con las proteinas mal plegada amiloide-



UcC

UNIVERSIDAD

EESUEIPROTEOSTASIS Y REPARACION DEL DNA: RELACION CON LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

beta (Amiloide-beta) forman las placas seniles extracelulares. Estas inclusiones
insolubles y tbxicas se consideran las formas finales de las proteinas
defectuosas en las enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, la
evidencia actual sugiere que estas proteinas no tienen que haber progresado
hasta la aparicion de inclusiones o agregados para causar neurotoxicidad. Las
formas intermedias y solubles llamadas oligdmeros, puede ser neurotoxicos
antes de la aparicion de las inclusiones. Los oligdbmeros Tau, son una nueva
diana para la intervencion en estas enfermedades (46) (Gerson et al., 2014).
Las modificaciones post-traduccionales de oligdbmeros Tau, tales como poli-
ubiquitilacion, fosforilacion y truncamiento pueden alterar la funcion biologica de
Tau y su auto ensamblaje (47) (Morishima-Kawashima et al., 1995). La unién
covalente de ubiquitina o0 SUMO a oligdbmeros Tau puede tener implicaciones
en el funcionamiento adecuado de las células y la investigacion de tales
fenbmenos es el tema actual de investigacion. En la via proteolitica los
oligobmeros potencialmente dafiinos Tau, pueden ser marcados y destruidos
antes de inducir los efectos toxicos. Es mas, numerosos estudios han
encontrado niveles elevados de proteinas ubiquitiladas y conjugadas con
SUMO en cerebros de pacientes afectados por enfermedades
neurodegenerativas (48,49) (Lasagna-Reeves et al. 2012; Tai et al. 2012). Por
lo tanto, es logico concluir que las células enfermas no tienen dificultad para
reconocer y marcar las proteinas defectuosas. Los problemas pueden surgir a
nivel del proteasoma donde las proteinas defectuosas deben degradarse (8)
(Deger et al., 2015).

Los procesos de ubiquitilacion y sumoilacion se relacionan y afectan
conjuntamente a las propiedades de las proteinas sustrato comunes, en
algunos casos por actuar en las mismas dianas y en otros, actuando
antagonica o incluso secuencialmente (50) (Desterro et al., 2005). La relacion
entre estos dos sistemas es desconocida. Sus efectos en los oligdbmeros Tau,
pueden jugar un papel crucial en la neurodegeneracion y es actualmente un
tema de gran interés para la investigacion. La modificacion post-traduccional de
oligbmeros Tau, ya sea por ubiquitilacion o por sumoilacion, tiene implicaciones
importantes en el desarrollo y progresion de enfermedades neurodegenerativas
(Figura 4) (8) (Deger et al., 2015).

1.5. ElI sistema Ubiquitina-proteasoma en las enfermedades
neurodegenerativas

El sistema UPS parece estar alterado en las enfermedades
neurodegenerativas. Este mal funcionamiento puede producirse de dos
maneras: 1) por una excesiva actividad que conduzca a una innecesaria
destruccion de proteinas utiles; y 2) por restriccion del sistema UPS que lleva a
gue las proteinas nocivas alcancen niveles toxicos, como parece ser el caso de
los oligdmeros Tau en la EA (51) (Oddo, 2008). La ubiquitina y el pequefio
modificador relacionado con la ubiquitina (SUMO), son los miembros mas
importantes de proteinas de tipo ubiquitina, que pueden unirse a residuos de
lisina de proteinas diana a través de un enlace isopeptidico (8) (Deger et al.,
2015). En los vertebrados existen tres isoformas SUMO independientes
(SUMO-1, SUMO-2, y SUMO-3), de las cuales SUMO-2 y SUMO-3 comparten

10



UcC

UNIVERSIDAD

EESUEIPROTEOSTASIS Y REPARACION DEL DNA: RELACION CON LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

97% de identidad en su secuencia (52) (Hay, 2013). La accién de la ubiquitina
se lleva a cabo en un mecanismo en cascada de tres pasos que requiere la
accion consecutiva de enzimas activadoras (E1), enzimas de conjugacion (E2)
y ligasas (E3), que confieren especificidad de sustrato. En los seres humanos,
la ubiquitilacién es mediada por dos E1, aproximadamente treinta y cinco E2
activos, y mas de seiscientos E3, mientras que la sumoilacion es conducida por
un solo E1 heterodimérico, un E2 (UBC9), y aproximadamente 10 E3. (53,54)
(Brown et al., 2015; Stewart et al., 2016).Ambos procesos son reversibles con
la eliminacién de ubiquitina y SUMO de las proteinas sustrato por medio de la
deubiquitinasas (DUBs) y de la proteasa especifica SUMO/sentrin (SENPS),
respectivamente (55) (Ronau et al., 2016).La ubiquitina es una pequefia
proteina de 76 aminoacidos crucial para la degradacion selectiva de proteinas
del citosol, del reticulo endoplasmico y del nucleo. La degradacion se ve
incrementada cuando mas de una ubiquitina se une a la proteina para formar
una cadena de poliubiquitina (8) (Deger et al.,2015). Varios tipos de
enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por presentar inclusiones
intraneuronales compuestas de proteinas ubiquitiladas. Aunque los métodos
precisos que contribuyen a la formacién de estos depdsitos de proteinas
anormales son desconocidos, la participacion de la ubiquitina en la
neurodegeneracion esta tan ampliamente aceptado que la inmunorreactividad
de la ubiquitina se utiliza para identificar los cuerpos de Lewy y los NFTs
asociados con trastornos neuroldgicos (48,49) (Lasagna-Reeves et al., 2012;
Tai et al., 2012). Por otra parte, el aumento de los niveles de ubiquitina libre ha
sido observado en la EA, en la EPy en la ALS (8) (Deger et al.,, 2015), en
comparacién con los grupos control.La ubiquitina se puede unir a proteinas
diana ya sea como monoubiquitina o como diferentes tipos de cadenas de
poliubiquitina, dependiendo de cual de los siete residuos de lisina (K) de
ubiquitina se utiliza para el ensamblaje de la cadena (56) (Swatek et al. 2016).
Los diversos tipos de cadena de ubiquitina tienen diferentes propiedades
estructurales y pueden cambiar en las proteinas diana una variedad de
atributos. Por ejemplo, mientras que las cadenas de ubiquitina unidas a K48
promueven la degradacion proteasomal, las cadenas unidas a K63 se
consideran que regulan las interacciones proteina-proteina. Por el contrario, en
los mamiferos las cadenas de poli-SUMO tienen una Unica forma de
sumoilacion en SUMO-2 y en SUMO-3 que se ha perdido en SUMO-1 (52)
(Hay, 2013).Mas aun en apoyo de la importancia de la ubiquitilacién es un
estudio sobre cerebros de ratones infectados con scrapie, las proteinas
ubiquitiladas, fueron identificadas mucho antes de que los signos clinicos de la
enfermedad aparecieran. Esto demuestra que la ubiquitina reconoce a las
proteinas pridnicaspatologicas (PrP (Sc)) en las primeras fases del scrapie y
sugiere que lo mismo puede ocurrir en otras enfermedades neurodegenerativas
afectadas por proteinas amiloides similares a las de los priones (8) (Deger et
al.,, 2015).Como se puede apreciar en la figura 4 es probable que el
proteasoma no pueda actuar contra las proteinas defectuosas, a pesar de que
la célula pueda reconocer las proteinas defectuosas y marcarlas para su
destruccién a través de la ubiquitilacién. El fracaso para eliminar las proteinas
ubiquitiladas puede llevar a acumulos e inclusiones intracelulares y
extracelulares que son neurotéxicas en las enfermedades neurodegenerativas.
Sin embargo, el mecanismo de este mal funcionamiento se desconoce. En
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teoria, si el UPS es completamente funcional, la neurotoxicidad podria evitarse
por completo (8) (Deger et al., 2015).La SUMO tiene una estructura similar a la
ubiquitina. Ademas, tiene una multitud de funciones importantes para la
mayoria de las vias celulares, incluidas: 1) la regulacion de las sefiales de las
vias de transduccion; 2) la transcripcion; 3) el transporte nucleo-citoplasma; 4)
el ciclo celular; 5) la integridad cromosomica; y 6) la estabilidad gendémica
(44,57) (Gill, 2004; Hay, 2005). Los tres tipos de proteinas homélogas de
SUMO de los mamiferos se expresan en los seres humanos: SUMO-1, SUMO-
2 y SUMO-3. Un gen que codifica SUMO-4 ha sido identificado, pero se cree
que es un artefacto evolutivo ya que no se ha encontrado todavia ninguna
expresion de este gen (58) (Anckar et al., 2007). De los tres tipos de SUMO
expresado, SUMO-2 y SUMO-3 son similares una a otra (59) (Sarge et al.,
2009). Las tres proteinas presentan un unico patron de localizacion subcelular
y la SUMO-1 responde de forma diferente al calor y al estrés debido a su
naturaleza menos dindmica (60,61) (Ayaydin et al.,, 2004; Wang et al.,
2009).Mientras que muchas dianas de SUMO se conjugan a todas las formas
de SUMO, algunos son especificamente conjugadas a una de las SUMO (62)
(Vertegaal et al., 2006). Esto ocurre en algunas de las proteinas que estan
implicadas en la neurodegeneracion (8) (Deger et al., 2015). La mezcla de
SUMO-2 y SUMO-3 libres disponibles para la conjugacion es notablemente
superior a la de SUMO-1 debido a que su concentracion celular total es mas
alta, lo que sugiere que SUMO-2 y SUMO-3 realizan mayoritariamente
tareasde sumoilaciéon (63) (Saitoh et al., 2000).

Sin embargo, en el caso de Tau y alfa-sinucleina son preferentemente
modificadas por SUMO-1, en comparacion con SUMO-2 o SUMO-3 (8) (Deger
et al., 2015).Es posible que estas diferencias puedan ser la base de un
mecanismo de alteracién en la degradacion de estas proteinas que pueda ser
mas o menos eficiente que las vias de sumoilacion mas comunes(8) (Deger et
al., 2015).

En cuanto a la adicion de SUMO a componentes del aparato transcripcional no
tiene una consecuencia unica, ya que puede activar o reprimir la transcripciéon
(64) (Valin et al., 2007). Un hecho Unico de SUMO es que sélo una pequefia
fracciobn de sustrato es sumoilado en un momento dado (44) (Gill, 2004).
Aunque el propdésito exacto de la sumoilacion y sus objetivos especificos alun
no estan claros, los datos disponibles proporcionan pruebas concluyentes de
un papel importante de la SUMO en la regulacion de las interacciones proteina-
proteina y en la localizacién subcelular (65) (Drag et al., 2008). SUMO tiene
implicaciones en las vias proteoliticas de la célula y, por tanto, es un area de
gran interés para la investigacion de muchas enfermedades, incluyendo
trastornos neurodegenerativos (8) (Deger et al., 2015).

Tanto la sumoilacion como la ubiquitilacion son componentes criticos del
metabolismo celular y sorprendentemente los dos sistemas afectan uno al otro.
Ambos sistemas son reversibles y en algunos casos, pueden requerir ciclos
dindmicos de modificaciones para su actividad (44) (Gill, 2004). Muchas
proteinas son sustratos tanto para la ubiquitina como SUMO; Sin embargo, los
dos marcajes pueden a veces tener una relacion antagonica, las mismas
dianas proteicas tienen diferentes destinos: SUMO frecuentemente actia para
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reprimir la transcripcion, mientras que la ubiquitina a menudo aumenta la
expresion de los genes (44,50) (Gill, 2004; Desterro et al., 2005).Algunos
estudios han demostrado que SUMO actua bloqueando los sitios de unién de
ubiquitina (8,44,57) (Deger et al., 2015; Gill, 2004; Hay, 2005). Por otro lado, la
Tau fosforilada en la EA es ubiquitilada en regiones que contienen sitios de
sumoilacion (47)(Morishima-Kawashima et al., 1995).

A pesar de la informacion proporcionada por los estudios recientes sobre este
tema, las interacciones entre ubiquitilacion y sumoilacion son muy complejas y
requieren futuras investigaciones para comprenderlas mejor. Algunas
investigaciones sugieren que la sumoilacion y la ubiquitilacion actian de forma
sucesiva, mientras que otros sugieren que actian de forma independiente. Lo
que parece claro es que trabajando juntas pueden ejercer un control regulador
sobre los procesos biolégicos en donde la identidad de las dianas a primera
vista pueda simular que tengan una relacién antagonica (8) (Deger et al.,
2015). En esta revision queremos conocer el papel de las modificaciones
covalentes de Tau y otras proteinas amiloidogénicas que llevan a la protedlisis,
asi como de los defectos genéticos no reparados en las enfermedades
neurodegenerativas.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es hacer una revision bibliografica de las
enfermedades neurodegenerativas mas prevalentes: la EA y EP y su relacion
con el deterioro del proteasoma, ubitiquina, sumoilacion, intermediarios
oligoméricos Tau y dafios genéticos.

3. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 una busqueda medianteel buscador “pubmed” de citas
biomédicas que dispone de una base de datos de mas de 27.000.000 de
referencias bibliograficas. Como palabras clave hemos utilizado las siguientes:
1) Alzheimer; 2) Parkinson; 3) Neurodegenerative diseases; 4) SUMO,;
5)Proteasome; 6) Ubiquitin; 7) Tau; 8) HRR (Homologous Recombination
Repair);9) NHEJ (Non Homologous End Joining); y 10) DSBs (Double-Strand
DNA Breaks).

4. RESULTADOS

4.1. Relacién entre los dafios y defectos de la reparacion del DNA en las
enfermedades neurodegenativas

La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas tienen etiologias
complejas que incluyen el estrés oxidativo, iones metalicos pro-oxidantes, otros
radicales libres toxicos y la respuesta a acumulos de proteinas mal plegadas
gue forman agregados, conjuntamente con la acumulacion distintos dafios del
DNA (66) (Hegde et al, 2011). Sin embargo, la contribucion de estos factores
hacia una neurodegeneracion progresiva y su papel concreto en causar dafios
persistentes en el genoma de regiones especificas del SNC esta poco claro. En
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este trabajo presentamos la evidencia acumulada sobre la interaccion entre
estas etiologias en la induccion del dafio del genoma y la inhibicion de la
reparacion del dafo, que afecta a la dinamica de la sefializacion y respuesta al
dafio del DNA y por tanto causante de un desequilibrio entre el dafio y la
reparacion en el genoma de las neuronas (67) (Wang et al., 2017). Los dafios
del genoma junto a los defectos en la reparacién del genoma son los causantes
del proceso de la neurodegeneracion (Figura 6).

NEURODEGENERATION-LINKED DNA DAMAGE FACTORS
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glutamate, Amyloidogenic proteins) Stress, Cigarette smoke, Pesticides)

! '
v =
)
=
Deficient Inflammatory 3
\ntioxidant Defense Response [~
=
/, s
s
-~
/ s
o
/ exyly

ROSIs*e*e . —>  Genome Damage <—»  DNA Repai/DDR

* Pyrimidine Dimers * Bulky adducts * Strand Breaks * Oxidized Base lesions /| * Intrastrand cross links

Figura 6. Los factores etiolégicos comunes relacionados con la neurodegeneraciéon no sélo
inducen dafio genético, sino que también inhiben la reparacion del DNA o causan una
reparacion defectuosa del DNA. Tanto los factores enddgenos y exdgenos causan dafio del
DNA directamente o por disfuncién via mitocondrial, deficiente defensa antioxidante y/ o por
respuesta inflamatoria. La reparacion defectuosa debida a las etiologias neurodegenerativas
conduce a un desequilibrio en el dafio frente a la reparacién y la acumulacién persistente de
dafio no reparado del genoma. (67) (Wang et al., 2017)

Los factores etiolégicos comunes relacionados no solo inducen un dafio
genético, sino que también inhiben la reparacion del DNA o causan una
reparacion defectuosa del mismo. Factores enddgenos y exdgenos causan
varios tipos de dafio del DNA, bien directamente o bien por disfuncion de las
mitocondrias debido a una deficiente defensa antioxidante y/o respuesta
inflamatoria. Mientras las células mantengan su maquinaria de reparacion
deIDNAde una manera competente para hacer frente a estos dafios, sélo la
reparacion defectuosa influenciada por las etiologias neurodegenerativas

14



puede conducir a un desequilibrio en el dafio frente a la reparacion y una
acumulacion persistente de dafio no reparado del genoma (67) (Wang et al.,
2017). Este dafio persistente acumulado, junto a deficiencias en la reparacion
del DNA tiene sus implicaciones sobre el genoma de las neuronas,ya que
conduce a una sefial de respuesta al dafio del DNA aberrante que
desencadena neuroinflamacion, inhibiciébn transcripcional y/o regulacién
anormal del ciclo celular, que conlleva finalmente a la muerte celular neuronal
(Figura 7) (67) (Wang et al., 2017).

CONSEQUENCES OF PERSISTENT GENOME DAMAGE IN NEURONS
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Figura 7. Esquema de las implicaciones de dafio persistente del genoma y/o reparacion
deficiente del DNA en la neurodegeneracion. La presencia persistente de dafio del genoma,
junto con la reparacion del DNA defectuosa en las neuronas conduce a una sefial aberrante de
DDR que desencadena neuroinflamacion, inhibicién transcripcional y/o una regulacion anormal
del ciclo celular, resultando en la muerte celular neuronal. (67) (Wang et al., 2017)

4.2. Reparacién de los dafios del genoma en el sistema nervioso central

En células aerdbicas, la fidelidad de la secuencia del genoma se
encuentracontinuamente comprometida debido a la inestabilidad del DNA
causada por reacciones quimicas espontaneas, a la exposicion a especies
reactivas de oxigeno enddgenas y a otras moléculas reactivas pro-oxidantes
(68) (Hegde et al., 2012). Diversos estudios en pacientes y modelos de
roedores con EA, EP, esclerosis lateral amiotrofica, corea de Huntington, ataxia
y accidente cerebrovascular muestran un dafio en el DNA significativamente
elevado acompafiado con defectos en la reparacién delIDNA nuclear (DNAnN) y
DNA mitocondrial (DNAmt) en regiones del SNC (69, 70, 71) (Wang et al.,
2005; Moore et al., 2002; Pickrell et al., 2011).

La barrera hematoencefalica confiere al SNC de una proteccion frente a las
genotoxinas externas por lo que es el dafio inducido por ROS endégeno el mas

15



UcC

UNIVERSIDAD

EESUEIPROTEOSTASIS Y REPARACION DEL DNA: RELACION CON LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

critico para el genoma del SNC. En el cerebro, las enzimas expresadas, como
la isoforma neuronal de oOxido nitrico sintasa (NNOS), contribuyen a la
produccién de radicales de 6xido nitrico (NO?), que reaccionan con superéxido
(O2) para producir peroxinitrito (ONOQO’), una especie de nitrdgeno reactivo
(RNS) (72) (Thanan et al., 2015). Ademas, los subproductos metabdlicos
enddgenos como la homocisteina (Hc), un aminoacido no esencial que
contiene azufre derivado del metabolismo de la metionina, ha sido relacionado
con trastornos del SNC con deficiencia de cistationina beta sintasa en la EA. Se
ha visto que niveles elevadosde Hc perturba el ciclo de
metilacion/desmetilacion del DNA (73) (Kruman et al., 2000) y contribuye al
dafio del DNA induciendo el agotamiento de la timidina y promoviendo la mala
incorporacion del uracilo (67) (Wang et al., 2017).

4.3. Relacién entre el dafio en el genoma y la gravedad de la enfermedad
neurodegenerativa

La acumulacién progresiva de dafio no reparado en el genoma parece ser una
caracteristica comun de muchas enfermedades neurodegenerativas, y se
correlaciona con la gravedad sintomatica en la mayoria de los casos,
incluyendo EA, EP y ALS (74) (Deng et al., 2014). La EA, la enfermedad
neurodegenerativa progresiva mas comun y la principal causa de demencia en
adultos, esta fuertemente asociada a la edad y se caracteriza por la pérdida
progresiva de memoria y capacidad cognitiva. EA esta histopatolégicamente
asociada con la acumulacién extracelular del péptido amiloide Beta (Amiloide-
beta), agregados intracelulares de Tau hiperfosforilado y acumulos
neurofibrilares (75) (Mao y Reddy, 2011). Se plante6 la hipotesis de que el
aumento del dafio en el DNA pudiera estar asociado con la EA debido a la
observacion de una alteracién especifica de la estructura de la cromatina en
pacientes con EA. Investigadores como Mullaart en el afio 1999 ya
cuantificaron 2 veces méas un incremento de las roturas de las cadenas de DNA
en el cortex de pacientes con EA (67) (Wang et al., 2017), lo que evidencia la
importancia del dafio acumulado en el genoma en enfermedades como la EA.
Otros estudios sugirieron una fuerte asociacién entre el grado de dafio
oxidativo en los genomas neuronales de regiones cerebrales afectadas con
gravedad y la progresion de demencia en pacientes con EA (67,76,77,78)
(Wang et al., 2017; Lovell et al., 1999; Lovell et al., 2011; Shao et al., 2008).

Entre las bases oxidadas, se observaron niveles elevados de 7,8-dihidro-8-
oxoadenina y Hc en el DNA del I6bulo parietal de EA, mientras que en otras
regiones cerebrales afectadas se observaron incrementos de timina glicol,
formoamidopirimidinas (FapyA y FapyG) y 5-Hydroxiuridina (79) (Lyras et al.,
1997). También se demostrd que el DNA del hipocampo en las etapas tardias
de la EA tenia dos veces mas uniones en el DNA de acroleina/guanosina
comparado con cerebros no afectados. Las implicaciones de este hecho en la
reparacion de los dafios aun se desconocen (80) (Tang et al., 2011).

La proteina Amiloide-beta parece provocar dafio del DNA directamente,
ademas de estimular la produccion de ROS (81,82) (Hensley et al.,1994;
Butterfield, 2013). Por otro lado, la Amiloide-beta42 actia como como una
nucleasa rompiendo las cadenas de DNA (67) (Wang et al.,, 2017). En un
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estudio se encontrd6 que un nivel patolégicamente elevado de Amiloide-beta
aumenta las DSB en el DNA neuronal con respecto al inicio del estudio en la
anatomia patologica cerebral de los ratones y en las neuronas primarias
cultivadas (83) (Suberbielle et al., 2013).

El trastorno neurodegenerativo més frecuente que afecta al movimiento es la
EP. Esta se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia negra pars compacta (84,85) (Hegde et al. 2006; Hegde y Rao, 2007)
y por la presencia de inclusiones citoplasmaticas proteinicas conocidas como
cuerpos de Lewy en el cerebro del paciente con EP esporadica o familiar (86)
(Luk y Lee, 2014). Aunque los mecanismos patologicos de la EP son complejos
y siguen siendo en gran parte desconocidos, se ha demostrado que el dafio
oxidativo del DNA (especificamente: la produccién de 8-oxodiguanina 8-oxo-
dG) esta mas elevada en pacientes con EP comparado con los controles
agrupados por edad (87) (Zhang et al., 1999). Los ratones transgénicos que
expresan EP, relacionada con alfa-sinucleina (alfa-Syn), muestran una
acumulacion de dafio en el DNA dentro de las neuronas (88) (Martin et al.,
2006). Estudios posteriores también mostraron que tanto las roturas de cadena
simple de DNA como doble se acumulan en la regién del mesencéfalo
postmortem de los pacientes con EP y el DNA aislado presenta una mayor
susceptibilidad al tratamiento con DNAasa | en comparacion con el DNA control
(84) (Hegde et al. 2006). También se demostré que la activacion del dafo del
DNA dependiente de p53 y PARP-1 desempefaba un papel en la muerte de
neuronas dopaminérgicas (89) (Hoang et al., 2009). El modelo de ratén con EP
inducido por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) muestra que el
dafio del DNA junto con la activacion de PARP1, se correlaciona con la
degeneracion neuronal de la sustancia negra (90) (lwashita et al., 2004).

4.4. Defectos en la reparacion del DNA y sus efectos en enfermedades
neurodegenerativas

Estudios en pacientes con enfermedades neurodegenerativas como EA han
observado tanto deficiencias en la reparacién del DNA en la escision de bases
de cerebros de pacientes (91) (Weissman et al., 2007) comodeficiencias en la
reparacion de roturas de la doble cadena de DNA (67) (Wang et al., 2017).
Otros estudiosencontraron que la reduccion de DNA polimerasa 8 (PoliBeta)era
suficiente para mejorar las caracteristicas de EA en el modelo de ratén con EA
al que se habia inducido disfuncion neuronal, muerte celular, deterioro de la
memoria y de la plasticidad sinaptica (92) (Sykora et al., 2015). En conjunto, las
enfermedades neurodegenerativas familiares se asocian predominantemente
con defectos de reparacion del DNA, o con la sefalizacion comprometida de la
respuesta a los dafos el DNA. En la Tabla 1 se enumeran varias enfermedades
del SNC asociadas con defectos de respuesta al dafio del DNA heredado y de
las proteinas de reparacion de DNA asociadas (67) (Wang et al., 2017).

La reduccion de la reparacion del DNA esta cada vez mas vinculada a las
enfermedades neurodegenerativas esporadicas. La reduccion general de la
capacidad de reparacion del DNA durante el envejecimiento y en las
enfermedades neurodegenerativas esporadicas podrian implicar mdultiples
mecanismos, incluyendo:
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1) La regulacion transcripcional alterada que causa de la reduccién en la
expresion de una proteina de reparacion. Por ejemplo: a) la reduccion de
OGG1 en mitocondrias (93) (Leon et al., 2016) y de PoliBeta en EA (94)
(Copani et al., 2006); y b) la reduccién del gen asociado al cancer de mama
(BRCA1) en los cerebros con EA (95) (Suberbielle et al., 2015).

2) La inhibicion de la actividad catalitica de las proteinas de reparacion, cuyos
niveles son comparables a neuronas sanas en el SNC, principalmente
producido por factores etiolégicos ligados a las enfermedades
neurodegenerativas como: exposicion a metales pro-oxidantes excesivos y a
ROS, por ejemplo: a) inhibicion mediada por metal y ROS de NEIL1 , NEIL2,
Liglll, APEL, etc. en EA y EP (96,97) (Hegde et al., 2010; Grin et al., 2009), b)
la actividad catalitica reducida de OGG1 en EA (91,98) (Weissman et al., 2007;
Jacob et al., 2013); y c¢) la reduccién de la actividad de PoliBeta en EA (91,94)
(Weissman et al., 2007; Copani et al., 2006).

Una conexién clave entre la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas es el
deterioro de la homeostasis redox en el cerebro que implica principalmente un exceso
en ROS e iones metélicos pro-oxidantes, muchos de los cuales se encuentran
generalmente en forma de trazas (67,99) (Wang et al., 2017; Hegde et al., 2009). El Fe,
Zn y Mn asi como la acumulacion excesiva de Al, Cr, Pb y Ni en el SNC han sido
relacionados con el inicio/progresion de EA, EP, ALS, enfermedad de Wilson y en los
accidentes cerebrovasculares (67) (Wang et al., 2017).

El signo principal del 95% de las enfermedades neurodegenerativas es el
plegamiento aberrante y la agregacion de proteinas amiloidogénicas que se
manifiestan tipicamente como cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos o
extracelulares (100) (Winklhofer et al., 2008). La presencia de fragmentos
Amiloide-beta peptidicos positivos en placas extracelulares y Tau proteina
positiva en NFTs intracelulares en el cerebro EA, cuerpos de Lewy ricos en
alfa-Syn en EP o proteinas de priones en enfermedades de priones, proteinas
mal dobladas como TDP-43, FUS/ TLS o SOD1 en diferentes subconjuntos del
grupo de enfermedades de la ALS, las proteinas poliglutaminicas expandidas
que contienen inclusiones en ataxia o HD, etc., se consideran como la
caracteristica patolégica de estas enfermedades, aunque la cantidad de
agregados/placas no siempre se correlaciona con la gravedad de la
enfermedad (101) (Brettschneider et al., 2015). Las células neuronales tratadas
con Amiloide-beta o alfa-Syn desarrollan caracteristicas de apoptosis,
incluyendo burbujas de membrana, compactaciéon de la cromatina nuclear y
fragmentacion del DNA. Se demostré ademas que la produccion de Amiloide-
beta estd aumentada aproximadamente de dos a cuatro veces en las células
neuronales primarias humanas inducidas a sufrir apoptosis por deprivacion
(102) (LeBlanc, 1995). EI tratamiento con péptidos Amiloide-beta ha
demostrado desencadenar la degeneracion de las neuronas cultivadas a través
de la activacién de la via apoptética anterior a la acumulacion de rupturas de la
cadena de DNA no reparadas. Ademas, Amiloide-Beta también induce la
expresion del gen inducible por dafio al DNA (Gadd45) implicado en el proceso
de escision y reparacion del DNA (67) (Wang et al, 2017). Se ha
demostradotambién que el &cido aurintricarboxilico, un inhibidor de nucleasas,
previene de la fragmentacion del DNA apoptotico y retrasa la muerte celular
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causada por Amiloide-beta (103) (Loo et al., 1993). Las dosis subletales de
Amiloide-beta contribuyen a la pérdida de actividad de DNA proteinas quinasa,
lo que conduce a una reparacion tardia del DNA (104) (Cardinale et al., 2012).
Ademas, los ratones J20 que expresan un alto nivel de hAPP mostraron la
presencia de un marcador de las roturas de doble cadena del DNA gamma-
H2AX en el cerebro, lo que sugiere una posible relacion entre la acumulacion
de Amiloide-Beta y el aumento de la formacion de rotura de doble cadena del
DNA (82) (Suberbielle et al.,, 2013). De forma similar, la presencia de
agregados Alfa-Syn toxicos inhibe la ruta de la proteina quinasa activada por
mitégenos (MAPK), altera el trafico axonal e induce el estrés oxidativo,
conduciendo a la acumulacion de 8-oxoguanina en el DNA mitocondrial y
nuclear de neuronas dopaminérgicas de la EP (105) (Majd et al., 2015).
Mientras que la toxicidad por Amiloide-Beta y alfa-Syn podria causar el dafio
del genoma a través de mdiltiples mecanismos, algunos estudios han indicado
que el mal plegamiento de las proteinas amiloides podria interferir con el
proceso de reparacion debido a su actividad vinculada al DNA. Ademas, los
péptidos Amiloide-Beta tienen una actividad de corte del DNA, particularmente
en presencia de iones metdlicos pro-oxidantes in vitro (106) (Gupta et al.,
2013). Los fragmentos Amiloide-beta (1-42) y Amiloide-beta (1-16), Alfa-Syn
maldoblada y Tau unida a DNA rico en Guaninas y Citosinasasi como
alteraciones en la conformacion del DNA, podrian afectar a los patrones de
expresion génica neuronal (67) (Wang et al., 2017).

Parece que la mayoria de las proteinas amiloides (alfa-Syn y priones) poseen
la propiedad intrinseca de unién al DNA. En SCA3, el PNKP esta inactivado
debido a su interaccién con la mutante ATXN3 (codifica secuencias expandidas
polyQ), lo que resulta en la reparacion defectuosa del DNA, llevando a la
acumulacion persistente de dafio en el DNA/DSBs y a la activacion cronica de
la via de sefalizacion DDR (107,108) (Chatterjee et al., 2015; Gao et al., 2015).

La disfunciéon mitocondrial, uno de los acontecimientos clave que contribuye a
las enfermedades neurodegerativas y al envejecimiento, puede ser el resultado
de mutaciones o delecciones puntuales en eIDNA mitocondrial (109) (Zhu et al.,
2009). Algunas mutaciones del DNA mitocondrial también se han asociado con
EA (110) (Coskun et al., 2004) y EP (1,67) (Cacabelos, 2017; Wang et al.,
2017). Aungue no esta claro que esas mutaciones del DNA mitocondrial estén
relacionadas con la EA los estudios muestran una acumulacion elevada de
dafio en el DNA mitocondrial o defectos en la reparacion del DNA mitocondrial
en pacientes con enfermedades neurodegenerativas. En la EA, por ejemplo, se
ha observado un aumento de tres veces los niveles de 8-oxoguanina en el DNA
mitocondrial de las lesiones de los |6bulos frontales, temporales y parietales,asi
como de los tejidos cerebelosos cerebrales en comparacion con los controles
pareados por edad (67) (Wang et al., 2017). El aumento de la fragmentacion
del DNA y la reduccion del contenido/masa de DNA en las mitocondrias
cerebrales ha sido relacionado con el grado de degeneracion del hipocampo en
la EA (67) (Wang et al., 2017). Aumentos del DNA mitocondrial en sitios
apurinicos/apirimidinicos  (ABsites) se observaron en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra en pacientes con EP, lo que sugiere
defectos persistentes en la reparacion de la escision de bases (BER) (111)
(Sanders et al., 2014). La identidad molecular deIDNAmt dafiado es apurinico/
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apirimidinico en las neuronas de la sustancia negra dopaminérgicas, pero no
en las neuronas corticales postmortem en especimenes con EP (67) (Wang et
al., 2017). En conclusion, los sitios abasicos se detectan facilmente en
neuronas dopaminérgicas nigrales, pero no corticales, en EP y en un modelo
de la misma. Los sitios abasicos cabe también decir que se acumulan muy
rapidamente después de incluso una modesta inhibicion del complejo | y al
parecer persisten hasta las etapas finales de la enfermedad. Como tal, los
sitios abasicos mitocondriales pueden representar una nueva "“firma molecular”
de neuronas nigrales vulnerables en la EP. Aunque relativamente poco se sabe
sobre la reparacion del DNA en las neuronas, el trabajo futuro debe de ir
encaminado adilucidar vias de reparacién implicadas en la acumulacion de
dafio DNAmt en la EP y esto puede llevar a nuevas estrategias terapéuticas.
Un modelo de ratdn transgénico que expresa Mito-Pstl, una endonucleasa
dirigida exclusivamente a mitocondrias neuronales dopaminérgicas para
generar en el DNA mitocondrial DSBs, demuestra patrones de degeneracion de
la sustancia negra similares a los observados en pacientes con EP (112)
(Nakabeppu et al., 2007). En apoyo de lo anterior, el DNA mitocondrial en las
neuronas dopaminérgicas posee mayores lesiones de bases oxidadas, junto
con roturas de doble cadena de DNA no reparadaAPsites y delecciones en la
sustancia negra en los cerebros con EP (87) (Zhang et al., 1999). La presencia
de roturas de cadenas simples de DNA (SSBs) y DSBs no reparados en el
genoma mitocondrial de los ratones transgénicos familiares mutantes Alfa-Syn
(A53T) se correlacionaron con la degeneracion mitocondrial y la patologia de la
EP (113) (Martin, 2007). La reparacién del DNA mitocondrial depende del DNA
nuclear. Existe una interaccion continua entre DNA nuclear y el DNA
mitocondrial. Las proteinas codificadas nucleares se importan a las
mitocondrias a través de translocaciones de la membrana de las mitocondrias:
translocaciones de la membrana exterior de la mitocondria (TOM) e interior
(TIM). Las regiones cerebrales como el hipocampo, la sustancia negra y la
corteza que se ven afectadas significativamente en la EA y la EP muestran
niveles alterados de TOM y TIM (114) (Bender et al., 2013). Estudios en tejidos
cerebrales de Alfa-Syn de pacientes con EP y la Alfa-Syn mutante (A53T) de
ratones transgénicos reveld que el nivel de proteina de TOM40 (un importante
dominio transmembrana del complejo TOM que se relaciona con la importaciéon
de proteinas nucleares codificadas), se reduce significativamente con niveles
elevados de dafio oxidativo y con delecciones en el DNA mitocondrial. Esto
podria ser evitado mediante la sobre-expresion de TOM40 (114) (Bender et al.,
2013). Estos estudios abren nuevas vias para comprender los defectos de las
importaciones de proteinas mitocondriales en las enfermedades
neurodegenerativas, asi como la busqueda de nuevos biomarcadores de
fragmentos de péptidos TOM/ TIM degradados.

4.5. La respuesta patologica al dafio persistente del genoma en las
neuronas

A diferencia con lo que se pensaba acerca de que las células maduras como
las neuronas podrian ser mas resistentes a la mortalidad inducida por el dafio
del genoma, las evidencias actuales indican que la presencia de dafio
persistente no reparado, particularmente rupturas de las cadenas de DNA
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podrian tener un efecto muy perjudicial sobre las neuronas, Incluyendo: la
parada transcripcional en los sitios dafiados, la formacion de hibridos
ARN/DNA o la formacion de lazos-R (67) (Wang et al., 2017).
Consistentemente con ello, estudios recientes han encontrado acumulacion de
estructuras de lazo-R (presumiblemente formadas por la inhibicion inducida por
el dafo en la transcripcion) en tejidos cerebrales afectados por la EA y la ELA
(115,116) (Swarup et al., 2011; Salvi y Mekhail, 2015).

Las neuronas postmitoticas permanecen en un estado GO inactivo y
normalmente son incapaces de volver a entrar en el ciclo celular. Sin embargo,
se ha observado la activacion del ciclo celular aberrante en varias
enfermedades neurodegenetivas como en EA, EP, ALS y la enfermedad de
Huntington, apoyado por: 1) la expresion de ciclinas (por ejemplo, ciclina B1 y
D); 2) quinasas dependientes de ciclina (por ejemplo, CDK3 y 4); y 3) otros
mediadores del ciclo celular (por ejemplo, Cdc2) (117,118,119) (Dobbin et al.,
2013; Hoglinger et al., 2007; Ranganathan et al., 2001).

Crecientes evidencias indican que la reentrada en el ciclo celular conduce a la
muerte celular en vez de a la proliferaciébn neuronal. Asi la proteina quinasa
Cdc2,reguladoradel ciclo celular, en neuronas granulares postmitoticas de rata
promueve la apoptosis. Esto sugiere que el reingreso en el ciclo celular pudiera
funcionar como una base patolégica comun para la muerte celular neuronal
(120) (Konishi et al., 2002).

A pesar del misterio de cdmo la re-entrada en el ciclo celular pudiera inducir la
apoptosis neuronal, el dafio en eIDNA se ha reconocido como un desencadenante de la
activacion no programada del ciclo celular. Consistentemente, un ciclo celular aberrante
con dafio acumulado en el DNA se observa con frecuencia en células cultivadas o en los
modelos de ratones de enfermedades neurodegenerativas (67) (Wang et al., 2017). Sin
embargo, el mecanismo del ciclo celular activado por el dafio del DNA en células
neuronales postmitoticas permanece incierto. Se ha propuesto por ejemplo que las
neuronas pudieran volver a entrar en el ciclo celular con idea de reparar los dafios de la
doble cadena de DNA a través de HR (121) (Kruman et al., 2004).

4.6. La inhibicion de la UPS se relaciona con la agregacion de proteinas y
con citotoxicidad

La disfuncion en el UPS lleva a la acumulacién de agregados de proteinas
toxicas en muchos trastornos neurodegenerativos. Sin embargo, se desconoce
si la acumulacion de proteinas puede por si mismo perjudicar la funcién de la
UPS o si el fracaso de la UPS puede conducir a la acumulacion de proteinas.
Saber si es correlacién o causalidad es uno de los primeros pasos para la
comprension de estos complejos sistemas celulares. Sin embargo, la mayoria
de los investigadores apoyan la teoria que un UPS defectuoso permite que las
proteinas se acumulen. Las mutaciones en los genes que codifican
componentes del UPS estan ligadas a la neurodegeneracion, lo que sugiere
que la agregacion de proteinas es un resultado de estas anomalias y no la
causa inicial. Es importante destacar que una vez que la agregacion comienza,
puede perjudicar el UPS actuando como un mecanismo de retroalimentacion
positiva (8) (Deger et al., 2015). A medida que se acumulan mas proteinas, se
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inhibe el UPS en mayor grado y esto aumenta el ritmo de acumulacion de
proteinas lo que explicaria por qué la neurodegeneracion tiende a progresar de
forma exponencial (8) (Deger et al., 2015).

4.7. Deterioro del proteasoma y alfa-sinucleina

Las sinucleinas son una familia de proteinas, abundantes en el cerebro, cuyas
funciones bioldgicas especificas no estan del todo claras, aunque la evidencia
apoya un papel potencial en la plasticidad de la membrana (8,122) (Deger et
al., 2015; Jakes et al., 1994). Se cree que las sinucleinas en origen son
proteinas no plegadas con poca consistencia en la formacion de estructuras
secundarias y sus formas filamentosos se cree que son polares (123,124,125)
(Serpell et al., 2000;Goeder et al., 2001; Dunker et al., 2008). La alfa-syn es un
marcador molecular distintivo de varias enfermedades neurodegenerativas.
Incluso se las denomina como sinucleinopatias (8) (Deger et al., 2015). Una
caracteristica Unica de la alfa-syn es la capacidad para formar facilmente
agregados in vitro sin la necesidad de otros cofactores. La evidencia que apoya
la teoria que las agregaciones alfa-syn son téxicas incluye un modelo de un
ratbn transgénico en el que la sobreexpresion de alfa-syn humana se
correlaciona con la neurodegeneracion y el déficit locomotor (8) (Deger et al.,
2015). La alfa-syn es el componente principal de los cuerpos de Lewy y las
lewy-neuritas, que marcan las inclusiones de la EP (124,126) (Goedert et
al.,2001; Spillantini et al., 1998) y de la demencia con cuerpos de Lewy (LBD).

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por la acumulacion de proteinas en
las neuronas dopaminérgicas, lo que lleva a la muerte celular. Los oligdmeros
toxicos de alfa-syn pasan a formar grandes agregados estables llamados
cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy en la EP. Estos agregados son con
frecuencia ubiquitilados (124,126) (Goedert et al., 2001;Spillantini et al., 1998).
Es importante destacar que, alfa-syn parece interactuar con ubiquitina antes de
la formacién de los agregados fibrilares. En un modelo celular, los niveles de
ubiquitina llevaron a correlacionarse positivamente con los niveles de
oligbmeros alfa-syn, un incremento que se correspondia con la disfuncion del
UPS (127) (Martins Branco et al., 2012). La EP afecta a una gran parte de la
poblacion y puede ser de origen esporadico o familiar. Causa un deterioro
locomotor, déficit cognitivo y una esperanza de vida mas corta (128) (Lang y
Lozano, 1998).

La demencia de los cuerpos Lewy, aparece tardiamente y a menudo se
superpone con caracteristicas de la EA como depositos Amiloide-Beta, pero
sus caracteristicas son los cuerpos de Lewy y las neuritas de Lewy (124)
(Goedert et al., 2001). La alfa-syn ha aparecido en los cuerpos de Lewy
asociada a patologias como la EA esporadica y familiar, sindrome de Down,
atrofia de multiples sistemas, y en una pequefia fraccion de los casos de
Hallervorden-Spatz (129) (Lippa et al., 1998). La alfa-syn tiene implicaciones en
una variedad importante de enfermedades neurodegenerativas y, por tanto,
estd en el centro de una intensa investigacion. Uno de los modelos
experimentales mas prometedores para la EP es una mosca transgénica,
Drosophila melanogaster, cuyas células nerviosas expresan tipos de alfa-syn
humana, dando lugar a la formacion de inclusiones filamentosas que se
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asemejan a cuerpos de Lewy (130) (Feany y Bender, 2000). Aunque los datos
de este modelo no hayan probado la existencia de una alfa-syn homaologa (131)
(Rubin et al., 2000), estas moscas expresan alfa-syn humanas mas facilmente
que los ratones transgénicos, lo que sugiere que los vertebrados o
posiblemente los mamiferos tienen mecanismos desarrollados que impiden
alfa-syn ensamblajes. Tales mecanismos tienen implicaciones en la progresion
de las sinucleinopatias (124) (Goedert et al., 2001). Tanto los experimentos in
vitro como in vivo han proporcionado evidencias de que la inhibicion del UPS
puede llevar a la agregacion de proteinas y la citotoxicidad en la EP (8) (Deger
et al., 2015). Un UPS defectuoso podria muy bien ser la causa de la
neurodegeneracion, aunque indirectamente. A las proteinas no deseadas se
las permite madurar y se acumulan porque no son digeridas correctamente, en
dltima instancia esto conduciria a un proceso de neurodegeneracion.
Idealmente, un UPS funcional degradaria las proteinas no deseadas en los
aminoacidos y sus componentes evitando asi la acumulacién que sucede en
primer lugar (8) (Deger et al., 2015). (67) (Wang et al.,, 2017). La evidencia
genética sugiere que la toxicidad pudiera ser resultado de un deterioro de UPS.
Varias formas de EP familiar se caracterizan por mutaciones genéticas que
inhiben la formacion apropiada de la proteina alfa-syn y de dos enzimas del
UPS, parkin y ubiquitina C-terminal hidrolasa L1 (UCH-L1). Estudios
demostraron que en una familia alemana con EP, la mutacién lle93Met dificulta
la actividad catalitica de UCH-L1, causando asi irregularidad en el
funcionamiento del UPS loque permite la acumulacion de proteinas (8) (Deger
et al., 2015). Los niveles de ubiquitina son controlados por el equilibrio de los
diferentes tipos de enzimas activadoras de ubiquitina, conjugacion de
ubiquitina, ubiquitina ligasas y enzimas de deubiquitinacion. UCH-L1 es una
enzima de deubiquitinacion y un constituyente de los cuerpos de Lewy que
juega un papel critico en la ruta proteolitica dependiente de ubiquitina (132)
(Harada et al., 2004). Una vez que las proteinas sefialadas se unen al
proteasoma, la cadena de ubiquitina se supone que es eliminada para que los
siguientes pasos del proceso de degradacion puedan ocurrir. Un defecto en la
UCH-L1 hace que no se pueda escindir el enlace covalente de forma efectiva
entre la ubiquitina y los sustratos y, por lo tanto, la cantidad de ubiquitina libre
en el cerebro se ve disminuida. El agotamiento de la ubiquitina libre podria
permitir que las proteinas mal plegadas se agreguen, pareciendo contradecir
los estudios que han demostrado un aumento en los niveles de mezclas de
ubiquitina libres en la EP (8) (Deger et al., 2015). Sin embargo, los estudios
acerca de la homeostasis de la ubiquitina sugieren que tanto la sobre-
expresion, como la pérdida de ubiquitina puede dar lugar a fenotipos
neurodegenerativos similares. Esto indicaria que un aumento de la respuesta
del UPS sobrecompensado por un aumento en lacantidad de agregados de
proteinas en la enfermedad puede en realidad aumentar la toxicidad, en lugar
del simple agotamiento de los agregados toxicos (133,134) (Chen et al., 2009;
Hallengren et al., 2013). Mas auln, estos resultados indican que la correcta
homeostasis de la ubiquitina es de gran importancia en la neurodegeneracion;
mientras que los niveles de esta no pueden verse agotados, tampoco deberian
de ser demasiado altos. Estos niveles pueden ser alterados durante la
enfermedad.Asi, la ubiquitina libre inicialmente alcanza un pico maximo y luego
mas tarde se agota, cuando el UPS se vuelve cada vez mas activodebido a la
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afluencia de agregados de proteinas que estan sefialados para la degradacion.
Sin embargo, la mutacién de UCH-L1 es controvertida ya que algunos estudios
no han logrado encontrar la misma mutacion genética en otras familias con
enfermedad de Parkinson autosOmica dominante y concluye asi que la
lle93Met mutacién en el gen UCH-L1 es una causa muy rara de la enfermedad
de Parkinson familiar (8) (Deger et al., 2015). A pesar de estas suposiciones,
no hay duda de que los pocos casos de mutaciones familiares demuestran la
relacion entre el UPS y la EP (8) (Deger et al., 2015). Aungque se necesitan
nuevos estudios para entender completamente el papel de UCHL1 en el
sistema proteolitico, la evidencia disponible sugiere fuertemente que el UPS es
una de las causas de la enfermedad de Parkinson. Incluso si la mutacién de
UCH-L1 no estuviera en la raiz de la EP, otros componentes de la via
proteolitica celular han mostrado anormalidades en las células de los cerebros
afectados por esta enfermedad. El Parkin es otra enzima ubiquitinizada,
especificamente por una E3 ubiquitina ligasa, cuyas mutaciones se asocian con
formas hereditarias de enfermedad de Parkinson. Otras investigaciones han
demostrado que la alfa-syn es un sustrato para la actividad de la Parkin-
ubiquitina-ligasa en cerebros humanos normales y la pérdida de la funcion de
parkin provoca la acumulacién de la proteina patolégica (8) (Deger et al., 2015).
Ademas, niveles reducidos de los activadores del proteasoma PA700 y
PA28gamma han sido observados en la sustancia nigra pars compacta de los
pacientes con EP, en ambos tipos de pacientes con EP, los que fueron
genéticamente predispuestos a la enfermedad y aquellos que no lo fueron (8)
(Deger et al., 2015). Estos estudios proporcionan mas ejemplos de cémo la
disfunciébn en la protedlisis de las proteinas puede contribuir a la
neurodegeneraciéon. Muchas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la
EP, estan relacionadas con agregados de proteinas multiples. Los estudios han
demostrado que hay interacciones significativas entre proteinas
amiloidogénicas diferentes. Recientemente se demostré que Alfa-syn puede
iniciar la formacion de Tau y que la Alfa-syn y la Tau pueden a continuacion,
hacer sinergia en las polimerizaciones de uno a otro, demostrando otro ejemplo
de como proteinas defectuosas pueden tener una relacién de retroalimentacion
positiva. Un descubrimiento adicional reciente acerca de las relaciones de las
proteinas amiloidogénicas revel6 que el aumento de los niveles de péptidos
Amiloide-beta puede promover la formacién de Tau intracelular y de agregados
de Alfa-syn (8) (Deger et al., 2015). Sin embargo, el mecanismo exacto por el
que se produce este proceso aun no esta claro. Las interacciones de estas
proteinas, directa o indirectamente pueden explicar la superposicion de
caracteristicas clinicas y patolégicas de diversas enfermedades
neurodegenerativas. Usando tres nuevos anticuerpos: T22 (que reconoce
oligdbmeros Tau), y Syn33 y F8H7 (que reconocen oligdmeros Alfa-syn) han
demostrado que los oligdbmeros Tau y los oligdmeros Alfa-syn se localizan y
aparecen en los mismos agregados, formando oligdbmeros hibridos. El mismo
estudio evidencié gue las dos interacciones a través de la agregacion de uno a
otro es un sinergismo toxico (8) (Deger et al., 2015).
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4.8. Deterioro del proteasomay Amiloide-beta

La EA es la causa mas frecuente de deterioro cognitivo en los ancianos. Es una
forma progresiva de demencia sin ningun tratamiento efectivo. La acumulacién
de la proteina Amiloide-Beta agregada en depositos fibrillares insolubles
conocidos como placas es una de las caracteristicas principales de EA y esta
relacionada con la disfuncién del UPS (8) (Deger et al., 2015). Los estudios
también han demostrado niveles elevados de ubiquitina en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con EA (8) (Deger et al., 2015).

La relacion entre EA y el UPS ha sido investigada y sigue siendo hoy en dia un
area de gran interés en investigacion. Un estudio demostré claramente la
correlacion entre la inhibicion del proteasoma y la acumulacion de proteinas
ubiquitinadas solubles en detergente. Esta acumulacién es un evento critico
precoz en el proceso que conduce a la muerte neuronal (135) (Metcalfe et al.,
2012). Los datos recogidos sugieren que el aumento en la actividad del
proteasoma es un mecanismo potencial para retrasar o prevenir la toxicidad.
Ademas, la forma mutante de ubiquitina, denominada Ub+1, se observa
selectivamente en los cerebros de pacientes con EA, incluyendo aquellos con
EA no familiar (136) (Lam et al., 2000). El UPS en los cerebros envejecidos es
especialmente vulnerable a esta expresion. Se ha encontrado que varias areas
corticales en pacientes con EA tenian niveles disminuidos de actividad del
proteasoma (8) (Deger et al., 2015). Toda esta evidencia sugiere que el
deterioro del UPS desempefia un papel en la progresion de la EA.

Las investigaciones de las placas de Amiloide-Beta son complejas porque se
han relacionado con la neurotoxicidad, pero no se ha determinado
definitivamente y unanimemente cual es el verdadero origen de la enfermedad.
Algunos resultados sugieren que las placas son en realidad neuroprotectoras.
De hecho, las placas se han observado en individuos no afectados con EA (8)
(Deger et al., 2015). Las placas Amiloide-Beta son peligrosas para la neurona,
no solo porque forman agregados téxicos, sino también debido a las
interacciones que pueden tener con otros componentes de la célula. Un estudio
reciente encontré en la EA, que las interacciones en las neuronas entre las
formas monomeéricas y oligoméricas de Amilode-Beta con las Tau fosforiladas
se ven incrementadas. Ademas, los resultados sugieren que estas
interacciones dafian la estructura y la funcion neuronal, particularmente en las
sinapsis, acelerando asi la pérdida de funcién cognitiva (137) (Manczak y
Reddy, 2013). Asi, las proteinas Tau y las Amiloide-beta en la EA parecen
utilizar un mecanismo de retroalimentacion positiva. De manera que la que se
acumula acelera la acumulacion de la otra. Este es un ejemplo de proteinas
tédxicas que muestran una tendencia hacia la sinergia entre si. Entender como y
por qué ocurren estas interacciones es actualmente objeto de una extensa
investigacién. Los agregados solubles de Amiloide-beta, llamados oligdmeros
Amiloide-beta han sido recientemente sugeridos como los verdaderos
neurotdxicos representando un intermediario temprano en la formacién de
depdsitos mayores (138) (Guerrero-Mufioz et al., 2014). Muchos estudios han
demostrado que los Amiloide-Beta oligdmeros son mas téxicos que las fibrillas
mas maduras y, por tanto, los oligdmeros Amiloide-beta han ganado aceptacion

25



UcC

UNIVERSIDAD

EESUEIPROTEOSTASIS Y REPARACION DEL DNA: RELACION CON LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

como candidatas a la proteina mas neurotdxica en la EA (139) (Kayed y
Lasagna-Reeves, 2013). Ademas, los oligbmeros de Amiloide-beta pueden
inducir estrés del reticulo endoplasmico, llevando a un aumento de los niveles
de ubiquitina (8) (Deger et al., 2015) y se ha demostrado que el Amiloide-beta
soluble inhibe directamente la funcién del UPS (140,141) (Almeida et al., 2006;
Hoshi et al.,, 2003). Se cree por ultimo que las proteinas Amiloide-beta
adquieren sus caracteristicas dafiinas ya en su formacion, lo que sugiere que la
UPS no degrada la proteina perjudicial con suficiente anticipacion para evitar la
toxicidad (141) (Hoshi et al., 2003).

4.9. Deterioro del proteasomay la proteina Tau

La Tau es una proteina Unica ubicua implicada en la mayoria de las
enfermedades neurodegenerativas como una amiloidosis secundaria, aunque
también por si sola puede estar relacionada con una serie de trastornos
patologicos Tau puros. La EP se caracteriza por la agregacion de proteinas
Tau ademas de las proteinas Alfa-syn. Los cerebros afectados con EP no solo
presentan cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy, sino que también aparecen
NFTs compuestas de proteinas Tau acumuladas. También, la proteina Tau ha
sido encontrada en los filamentos que componen los cuerpos de Lewy (8)
(Deger et al., 2015). Como se menciond anteriormente, la proteina Tau muestra
una tendencia a localizarse e interactuar con la Alfa-syn de tal manera que las
dos proteinas refuerzan la toxicidad la una de la otra. Como en otras
enfermedades neurodegenerativas, no se sabe exactamente como Tau
contribuye a la EP. Sin embargo, esta claro que la proteina Tau tiene una
implicacion clave en la EP y su importancia es cada vez mas evidente a medida
gue se realizan mas estudios (8) (Deger et al., 2015). Mientras que Tau ha sido
reconocida por estar implicada en la EA desde hace muchos afos, los
investigadores recientemente han empezado a verla como un mediador
importante de toxicidad en esta enfermedad, dejando a un lado el viejo
paradigma de que las placas extracelulares Amiloide-Beta eran consideradas la
diana terapéutica mas importante. La EA se caracteriza por NFTs intracelulares
gue constan de proteinas Tau (8) (Deger et al., 2015), asi como de oligdmeros
Tau (48) (Lasagna-Reeves et al., 2012). Si bien multiples estudios han
demostrado la acumulacién de la ubiquitina en los NFTs encontrados en la EA
(8) (Deger et al., 2015). La relacion entre los agregados fibrilares metaestables
de Tau y ubiquitina es compleja. Los ovillos neurofibrilares estan compuestos
de filamentos pareados helicoidales compuestos de filamentos Tau (PHF) en
gran parte hiperfosforilados. Sin embargo, algunos estudios sugieren que la
interaccion entre la ubiquitina y Tau no es totalmente dependiente del estado
de fosforilacion de Tau. Un estudio de investigacién inicial sobre las diferentes
fracciones de agregados de Tau encontr0 que la ubiquitinacion parecia
asociarse con los agregados de Tau en las fases tardias de la EA (142) (Kopke
et al., 1993). Mientras que la Tau soluble fosforilada y no fosforilada aislada en
el cerebro de la EA, no estaba ubiquitilada, PHFs insolubles fosforilados se
asociaron con la ubiquitina (142) (Kopke et al., 1993). Por otra parte, la
disminucién de la actividad del proteasoma en cerebros con EA no se
correlaciona con los niveles de Tau fosforilada (143) (Keck et al., 2003).
Independientemente del estado de fosforilacion, los PHFs pueden directamente
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inhibir la actividad del proteosoma y se asocian con un deterioro del
proteosoma aislado de la enfermedad (143) (Keck et al., 2003). La Tau ha sido
implicada en la enfermad de Hungtinton. Sin embargo, no aparece para
interactuar con la huntingtina en esta enfermedad (8) (Deger et al., 2015).
Mientras que las mutaciones en la Tau han demostrado estar asociados con
EA, EP, o enfermedad Huntington, otras Taupatias, como la demencia lobar
frontotemporal, por ejemplo, puede ser causada por una mutaciébn en la
proteina del gen que codifica la Tau (144) (Ross y Poirier, 2004). La Tau es una
caracteristica histopatolégica comun de otras enfermedades
neurodegenerativas como la lesion cerebral traumatica. La investigacion ha
demostrado que la agregacion de Tau y su degradacion tiene una conexion
clara, aunque compleja y polifacética con la disfuncion UPS (8) (Deger et al.,
2015).

4.10. Toxicidad oligobmeros Tau en las enfermedades neurodegenerativas

La Tau experimenta muchas modificaciones post-transduccionales, incluyendo
glicosilacion, ubiquitilacion, glicacion, poliaminacion, nitrosilacion, truncamiento
y fosforilaciéon (8) (Deger et al., 2015). La hiperfosforilacién se piensa que es la
modificacion postraduccional mas relevante en relacién con la enfermedad, ya
gue puede alterar las funciones biolégicas de Tau y alterar el auto-ensamblaje,
la agregacion, y la acumulacion (145) (Avila, 2000). La hiperfosforilacion
disminuye la afinidad de la Tau por los microtabulos y por lo tanto aumenta la
cantidad libre de Tau en el citoplasma. Como resultado, Tau forma oligobmeros
y NFTs que se correlacionan con la pérdida neuronal, el deterioro cognitivo,
déficits sinapticos, deterioro de la sintesis de proteinas, y disminucién de
factores de transcripcion (135,146) (Metcalfe et al., 2012; Bretteville y Planel,
2008). Recientemente se ha demostrado que formas prefilamentosas solubles
de Tau pueden ser los agregados de Tau mas téxicos y patolégicamente mas
significativos (46,147) (Gerson et al., 2014; Brunden et al., 2008). Los estudios
sobre el cerebro con patologia Tau, sugieren que las neuronas en las
Taupatias sufren una forma lenta de muerte celular no apoptoética (8) (Deger et
al., 2015). Existe controversia acerca decual, de las distintas formas de Tau, la
Tau monomeérico, la Tau hiperfosforilada, o la Tau oligomérica,presenta mas
neurotoxicidad (147,148) (Brunden et al., 2008; Berger et al., 2007). De hecho,
algunos estudios sugieren que la Tau puede ser neuroprotectora (149) (Ubhi et
al., 2009). Sin embargo, la inmensa mayoria de las investigaciones muestran
una fuerte evidencia de que Tau causa neurotoxicidad, a pesar de que el
mecanismo especifico dela causa se desconoce. Los ovillos neurofibrilares
(NFTs), desde hace tiempo, son considerados como una caracteristica
patolégica de varias Taupatias, especialmente en la EA. Aunque, el mecanismo
patolégico de la Tau no esta clara, un creciente grupo de investigaciones
apoyan la hipétesis segun la cual las formas intermedias de los mondmeros
Tau y los NFTs, llamados oligdbmeros Tau, son la causa de la toxicidad en las
enfermedades neurodegenerativas y por lo tanto la mejor diana terapéutica
(150) (Gerson y Kayed, 2013). Los oligomeros Tau tienen la capacidad de auto-
propagarse entrando y saliendo de las células, extendiéndose desde las zonas
afectadas a las zonas no afectadas del cerebro (151) (Walker et al., 2013).
Ademas, en un estudio en ratones envejecidos que expresan Tau humanas,
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concluyé que no hubo correlacién entre los filamentos de Tau y la muerte
celular, lo que sugiere que la forma final de Tau no es tan significativamente
patolégica como se pensaba (152) (Andorfer et al., 2003). Una importante
investigacion esta dedicada al desarrollo de ensayos celulares que utilizan
como dianas los oligébmeros Tau (153) (Davidowitz et al., 2008). De hecho, un
anticuerpo especifico para el oligobmero Tau, el T22, ha sido recientemente
desarrollado y utilizado en un estudio que apoya la premisa de utilizar
oligbmeros Tau como dianas terapéuticas en las Tauopatias (48) (Lasagna-
Reeves et al.,, 2012). El desarrollo de estos anticuerpos no solo revela las
causas de la neurotoxicidad sino también el potencial de la inmunoterapia para
evitar la progresion de la enfermedad (8) (Deger et al.,, 2015). También
recientemente se ha desarrollado un nuevo anticuerpo monoclonal de raton
especifico contra el oligdbmero Tau (TOMA). Este anticuerpo se utilizé con éxito
para la inmunoterapia pasiva en dos modelos diferentes de raton con Taupatia.
Los resultados demostraron que la administracién a largo plazo de TOMA fue
eficaz como tratamiento preventivo debido a que la inhibicion de las Tau
oligoméricas preservaron la memoria y la funcion motora. Estos datos apoyan
el papel critico de Tau oligomérica en la progresion de la enfermedad y validan
las Tau oligdmericas como una diana para potenciales farmacos (154) (Castillo-
Carranza et al., 2014).

4.11. Los efectos perjudiciales de oligdbmeros Tau sobre el UPS

En relacién con el UPS, errores tempranos en el proceso de desarrollo de la
Tau puede obstaculizar una protedlisis adecuada. En apoyo a esta hipotesis,
un estudio reciente, encontré6 una correlacion entre la acumulacion de
oligbmeros Tau hiperfosforilados en las sinapsis de EA humana, el aumento de
sustratos ubiquitilizados, y los componentes del proteasoma, que lleva a la
disfuncion del UPS (49) (Tai et al., 2012). Si las proteinas Tau defectuosas
pudieran ser destruidas antes de causar dafio a las células, potencialmente se
podria evitar la muerte de estas células. No es raro que la célula tenga errores
durante la sintesis de proteinas. Sin embargo, en un entorno celular ideal, las
proteinas defectuosas que son el resultado de estos errores, serian destruidas
antes de dafar a la célula. Sin embargo, en la neurodegeneracion, parece que
el proteasoma es incapaz de digerir estas proteinas defectuosas. Como
resultado, las proteinas se acumulan y presumiblemente, producen mas
deterioro del proteasoma. Por lo tanto, la ubiquitinacién y la sumoilacion, tienen
un papel en el proceso que hacen que se convierta la Tau en neurotoxica,
debido a que tienen la capacidad de destruir Tau antes de que esta pueda
perjudicar a la célula (8) (Deger et al., 2015).

4.12. La ubiquitinacién y sumoilacion de oligébmeros Tau

Es conocida la relacién entre el UPS y los agregados de Tau téxico del mismo
modo que se conoce que los agregados Tau encontrados en las neuronas de
las enfermedades neurodegenerativas no solo son fosforilados, sino tambien
ubiquitilizados (8) (Deger et al., 2015). Para investigar esta relacion con mas
detalle, un estudio utilizé células de neuroblastoma a las que se sobreexponia
la proteina Tau. Sorprendentemente, la inhibicion del proteasoma condujo a
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una degradaciéon bidireccional de la Tau (42) (Delobel et al.,, 2005). Una
explicacion de estos resultados es que cuando se inhibe el proteasoma, la
célula compensa mediante la sobreexpresion de las proteasas calpaina y
caspasa. Ambas proteinas realizan la proteolisis de la Tau. Este fenGmeno
podria explicar por qué la activacion de caspasa parece correlacionarse con la
degradacion de la Tau y por qué calpaina ha demostrado que se hiperactiva en
el proceso neurodegenerativo (42) (Delobel et al., 2005). Estas evidencias
demuestran que la relacion entre la Tau y el UPS es muy complejo. Si bien
existe una conexion entre los agregados de Tau y el deterioro del UPS, debe
investigarse como se forja exactamente esta conexion con el fin de ser
completamentee comprendido. Parece ser que un exceso de compensacion
con proteasas como la caspasa y la calpaina puede no producir Tau defectuosa
fuera de la célula, al menos en algunas enfermedades neurodegenerativas (8)
(Deger et al., 2015).

Muchas proteinas implicadas en la neurodegeneracion son sumoiladas,
incluyendo la Tau. Esta sumoilacion estad regulada por la fosforilacion. La
fosforilacibon ha demostrado que disminuye la afinidad de la Tau a los
microtubulos, y por tanto se puede volver inestable y agregarse (8) (Deger et
al., 2015). Liberar la Tau de su sitio en los microtubulos, le permite agregarse
para interactuar con el sistema endosomal/lisosomal y alterar la permeabilidad
de la membrana celular, permitiendo de este modo que sea liberada en el
espacio extracelular donde puede contribuir a la propagacion de la patologia
(150,155) (Gerson y Kayed, 2013; Holmes y Diamond, 2014). El tratamiento
con el inhibidor de fosfatasa, el acido okadaico o con la colchicina (farmaco
que despolimeriza los microtibulos) producen la despolimerizacién y regulan la
sumoilaciéon de la Tau. Esto sugiere que la modificacibn SUMO se dirige
preferentemente a la mezcla libre soluble del sustrato (45) (Dorval y Fraser,
2006). La evidencia de la importancia potencial de las modificaciones SUMO
en el procesamiento de la Tau es ademas apoyada porgue la sumoilacion de la
Tau es estimulada por la fosforilacion, que es una modificacién posterior a la
traduccion asociada con la Tau en estados de enfermedad (45) (Dorval y
Fraser, 2006). La sumoilacion de oligdmeros Tau esta en el centro de muchos
proyectos de investigacion por una buena razén: tiene muchas implicaciones
con el UPS y también el potencial para conocer la relacion entre los oligobmeros
Tau y el proteasoma. En la figura 8 se representa una hipotesis de como los
errores en la via proteolitica pueden conducir a la muerte celular (8) (Deger et
al., 2015).
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Figura 8. Esquema que representa la hipotesis de como los errores en la via proteolitica
pueden conducir a la muerte celular. (8) (Deger et al., 2015).
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5. DISCUSION

Como se muestra en la figura 1, tanto la degradacion proteasomal como la
autofagia realizan una serie de tareas celulares fisiol6gicamente importantes y
consecuentemente su pérdida funcional puede conducir a diversas situaciones
patologicas. Estd claro que existe una interaccion entre la proteostasis y la
neurodegeneracion, centrada en la degradacion proteasémica y la autofagia,
gue se van deteriorando con el envejecimiento y se asocian con enfermedades
neurodegenerativas. ElI mal funcionamiento del proteasoma esta relacionado
con trastornos neurodegenerativos que se acompafian de acumulos de
proteinas. Cuando el proteasoma no logra degradar los agregados de
proteinas, la activacion inducida por farmacos de la autofagia puede ayudar a
eliminarlos (156) (Rubinsztein et al., 2012), lo que indica que la autofagia
contribuye independientemente del proteasoma, a la eliminacién de agregados
de proteinas (5) (Tanaka et al., 2014). Cuando la cantidad de los agregados
sobrepasa la capacidad de eliminacion del proteasoma y de la autofagia, la
activacion de dichos mecanismos por agentes farmacéuticos podria ser eficaz
para prevenir la progresion de la enfermedad (5) (Tanaka et al., 2014). Por
ejemplo, se sabe que la rapamicina, que induce la autofagia, tiene tal efecto.
Sin embargo, aunque los inhibidores son relativamente faciles de encontrar, los
activadores son mas dificiles de hacerlo, particularmente los que actuan a nivel
del proteasoma. Curiosamente, el tratamiento en células cultivadas con una
pequefia molécula: el inhibidor de USP14, un enzima de desubiquitilacion
asociado al proteasoma, aumenta la degradacion de varios sustratos
proteasomales que han sido implicados en la enfermedad neurodegenerativa
(157) (Lee et al., 2010). El aumento de la actividad proteasomal a traves de la
inhibicion de USP14 puede ofrecer una estrategia para reducir los niveles de
proteinas aberrantes en las células.

Existen muchos mecanismos celulares defensivos contra la agregacion de
proteinas y el mal plegamiento de las proteinas que precede a dicha
agregacion. Por consiguiente, hay muchos puntos en los que estas vias
defensivas pueden fallar y por lo tanto numerosos pasos en el proceso de
formacion de proteinas y en otros distintos procesos celulares que merecen la
pena ser investigados como terapias potenciales contra la neurodegeneracion.
La primera linea de defensa incluye a las chaperonas que ayudan a doblar y
replegar las proteinas anomalas (8,158) (Deger et al., 2015; Saibil, 2013). En
segundo lugar, se encuentran las modificaciones covalentes, producidas por la
ubiquitilacion y/o la sumoilacion, que preceden a la digestion del proteasoma
(159) (Ciechanover et al., 2017). El hecho de que las inclusiones patolégicas de
las enfermedades neurodegenerativas contengan muchos de los componentes
necesarios para la proteccién de las células contra estas mismas inclusiones,
en particular chaperonas, ubiquitina y constituyentes del proteasoma,
representa presumiblemente defensas celulares superadas por la excesiva
agregacion de proteinas dentro de las células (160) (Ross y Poirier, 2004). En
la actualidad, la investigacion de nuevos farmacos esta enfocada al UPS, no
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sOlo para las enfermedades neurodegenerativas, sino también para el cancer y
otras enfermedades inmunoldgicas. Sin embargo, la inhibicién del proteosoma
en la investigacion como potencial terapéutico para el cancer debe ser revisada
con precaucion a la luz de los efectos potenciales en la neurodegeneracion. El
dipéptido analogo de &cido bordnico: bortezomib, comercialmente llamado
Velcade, fue el primer inhibidor del proteasoma comercializado en seres
humanos, de otros como el carfilzomib (Kyprolis) y el ixazomib (Ninlaro) (8,161)
(Deger et al., 2015; Genadieva S et al., 2017) que actualmente se utiliza en el
tratamiento del mieloma multiple. El Bortezomib opera inhibiendo el propio
proteasoma y conduce a la destruccidn de las células cancerosas a través de la
acumulacion de proteinas toxicas en ellas. Aunque la falta de especificidad de
esta accion inhibidora provoca multiples efectos secundarios no deseados, las
células cancerosas parecen ser mas sensibles a los efectos de la inhibicion del
proteasoma que las células normales debido a una pérdida de mecanismos de
control que se producen durante la tumorogénesis. Normalmente, las células
normales pueden recuperarse, ya que la inhibicion del proteasoma es
transitoria y reversible (162) (Field-Smith et al., 2006). Se desconoce como tal
tratamiento podria afectar a las proteinas amiloides en el cerebro (8) (Deger et
al., 2015). En la encefalitis por anticuerpos-NMDAR con resistencia a los
farmacos estandar (corticosteroides, inmunoglobulinas 1V, plasmaferesis,
rituximab, ciclofosfamida), el tratamiento con Bortezomib demostré en
pequefias series de enfermos una mejoria clinica o remision de la enfermedad
acompafiada de una disminucién parcial de los anticuerpos NMDAR (163)
(Scheibe et al.,, 2017). Cabe mencionar también que se esta investigando la
eficacia del tratamiento con inhibidores de sumoilacion (164) (Cheny Li, 2012).

Por otro lado, aunque esta claro que existe una fuerte evidencia en la
correlacion entre el dafio no reparado del DNA, la sefalizacion persistente del
DDR vy la disfunciébn neuronal o muerte celular en varias enfermedades
neurodegenerativas, asi como en el envejecimiento. Sin embargo, el papel
directo del dafio del genoma en la iniciacibn y la progresion de la
neurodegeneracion necesita nuevos estudios como por ejemplo: 1) la forma en
gue los tipos especificos de células del SNC responden al dafio del DNA y se
comunican entre ellas para asegurar la homeostasis; 2) las consecuencias del
dafio del DNA en las neuronas en la comunicacion cruzada entre el nucleo y
las mitocondrias; 3) las consecuencias del dafio del DNA en el estado
postmitotico de las neuronas; 4) el papel de la desregulacion del ciclo celular
mediada por los DDR, los defectos de la transcripcion y la neuroinflamacion y
su contribucién a la pérdida neuronal en las enfermedades neurodegenerativas;
y 5) entender el papel relativo de los factores etiologicos ligados a las
enfermedades neurodegenerativas para causar dafio y/o reparaciéon de los
defectos del DNA nuclear y mitocondrial (67) (Wang et al., 2017).

El control de los DDR es importante para la integridad gendémica y la
supervivencia de las células en el SNC. La activacion persistente y aberrante
de los DDR podria conducir a un aumento de la inestabilidad del genoma y la
susceptibilidad a la neurodegeneracion. Consistentemente, las evidencias
preliminares sugieren que la modulacion en la sefializacion del DDR podria ser
beneficiosa en la atenuacion de la neurodegeneracion. Suberbielle y sus
colaboradores demostraron que el aumento, inducido por oligdbmeros de
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Amiloide-beta, de DSB neuronal podrian prevenirse bloqueando la activacion
de receptores de glutamato tipo NMDA (N-metil-d-aspartato) extra-sinapticos
en neuronas primarias cultivadas, lo que indica que la inhibicion de estos
receptores puede contribuir a proteger y estabilizar el genoma neuronal en
condiciones patolégicas (83) (Suberbielle et al., 2013). También esta
demostrado que la nicotinamida-adenina-dinucleétido (NAD) es un
neuroprotector que disminuye las Abeta inducidas por 8-oxo-dG, los AP sitios
(lugares del DNA sin bases puricas ni pirimidinicas), los SSB y las DSB en
neuronas corticales de rata (165) (Wu et al., 2014). En otro estudio se encontrd
en modelos de raton que expresan huntingnina mutante en neuronas, que la
reparacion del DNA mediada por Ku esta alterada. Esto lo evitanmediantela
suplementacion de Ku70 exégeno (166) (Enokido et al., 2010). Estos
resultados también se han observado en modelos de Drosophilacon EP (167)
(Tamura, 2011). Un estudio reciente, ha demostrado un papel neuroprotector
de la maquinaria de reparacion de la escision de bases (BER) en un modelo de
ratén. Martin y colaboradoresindujeron la expresion de APE1 y OGG1 humanas
en neuronas vulnerables y encontraron que la expresion suprimio
significativamente la axotomia y la deprivacién en las neuronas talamicas y
motoras inducida por la apoptosis, lo que indica que la modulacion de la
reparacion del DNA podria ser un objetivo terapéutico potencial para el dafo
del DNA relacionado con la apoptosis neuronal (168) (Martin y Wong, 2016).
Otro estudio ha revelado que la sobreexpresion de la sirtuina 6 (SIRT6), que
esta regulada negativamente en los cerebros de los pacientes con EA, asi
como en los ratones 5XFAD, probablemente regulada por Amieloide-beta 42,
evita el dafio del DNA inducido por Amieloide-beta 42 de una manera
dependiente de p53 (169) (Jung et al., 2016).

La reparacion del DNAmt también podria ser un enfoque viable para la
proteccion neuronal contra lesiones oxidativas. Los oligodendrocitos son uno
de los principales tipos de células gliales y son extremadamente sensibles al
estrés oxidativo asociado con la disminucion de la capacidad de reparacion del
DNAmt y su disfuncion conduce a graves déficits neuroldgicos. Druzhyna y
colaboradores introdujeron el gen de DNA humano OGG1 en mitocondrias de
oligodendrocitos de rata y encontraron que el aumento de la reparacion
oxidativa DNAmt por expresion del gen OGGL1 resiste significativamente en los
oligodendrocitos a los efectos letales por estrés oxidativo mediado por
menadiona (170) (Druzhyna et al., 2003).

6. CONCLUSIONES

Tras los datos presentados en este trabajo podemos concluir que:

e La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas tienen etiologias
complejas que incluyen el estrés oxidativo, iones metdlicos pro-oxidantes y
otros radicales libres.

e La modificacion covalente de los oligdmeros Tau, Amiloide-Beta, y Alfa-
sinucleina claramente tiene un impacto sobre la neurotoxicidad. Ubiquitina y
SUMO, dos marcadores que dirigen moléculas para la degradacion, existen en
los agregados toxicos de la proteina que caracterizan enfermedades
neurodegenerativas, sugiriendo que mientras que la célula no tiene dificultad en
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reconocer las proteinas dafiadas, sin embargo, el proteasoma puede no tener
capacidad para degradarlas Esto podria deberse a que proteinas dafiadas
tienen ciertos mecanismos para protegerse contra la digestion, lo que explicaria
en parte por qué tan pocas enfermedades neurodegenerativas tienen
tratamientos o curas eficaces

e Los factores etioldgicos enddgenos y exdgenos relacionados con la
neurodegeneracion no solo inducen dafio del DNA (directamente o por
disfuncién via mitocondrial, deficiente defensa antioxidante y/o por respuesta
inflamatoria)sino que también inhiben la reparacion del DNA o causan una
reparacion defectuosa del DNA. Esto conduce a un desequilibrio en el dafio
frente a la reparacion y la acumulacion persistente de dafio no reparado del
genoma.

e La presencia persistente de dafio del genoma, junto con la reparacion
del DNA defectuosa en las neuronas conduce a una sefial aberrante de
respuesta al dafio del DNA que desencadena neuroinflamacion, inhibicion
transcripcional y/ o una regulacion anormal del ciclo celular, resultando en la
muerte celular neuronal.La reduccion de la reparacion del DNA esta cada vez
mas vinculada a las enfermedades neurodegenerativas esporadicas y al
envejecimiento. Esto implica distintos mecanismos como: 1) la regulacién
transcripcional alterada que causa reduccién en la expresion de una proteina
de reparacién; y 2)la inhibicion de la actividad catalitica de las proteinas de
reparacion.

e La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas presentan deterioro en la
homeostasis redox en el cerebro que implica principalmente un exceso en ROS e iones
metélicos pro-oxidantes, muchos de los cuales se encuentran generalmente en forma de
trazas. El Fe, Zn y Mn asi como la acumulacién excesiva de Al, Cr, Pb y Ni en el SNC
han sido relacionados con el inicio/progresion de la enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Wilson y en los accidentes cerebrovasculares.

e La acumulacién progresiva de dafio no reparado en el genoma parece
ser una caracteristica comun de muchas enfermedades neurodegenerativas, y
se correlaciona con la gravedad sintomatica en la mayoria de los casos,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.

e La disfuncion mitocondrial(mutaciones o delecciones puntuales en el
DNA mitocondrial) puede contribuir a las enfermedades neurodegerativas y al
envejecimiento.Numerosos estudios muestran una acumulacion elevada de
dafio en el DNA mitocondrial o defectos en la reparacion del DNA mitocondrial
en pacientes con enfermedades neurodegenerativas.

e La presencia de dafio persistente no reparado, particularmente rupturas
de las cadenas de DNA podrian tener un efecto muy perjudicial sobre las
neuronas, Incluyendo: la parada transcripcional en los sitios dafiados, la
formacion de hibridos RNA/DNA o la formacion de lazos-R que llevarian a la
muerte neuronal.

e La disfuncion en el UPS lleva a la acumulacién de agregados de
proteinas toxicas en muchos trastornos neurodegenerativos. Sin embargo, se
desconoce si la acumulacién de proteinas puede por si mismo perjudicar la
funcidén de la UPS o si el fracaso de la UPS puede conducir a la acumulacion
de proteinas.En el caso de la enfermedad de Parkinson es caracteristica la
acumulacion de oligdbmeros de alfa-sinucleina con frecuencia ubiquitiladosy
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oligdmeros Tau. En la enfermedad de Alzheimer se acumulan proteinas
Amiloide-Beta y oligdmeros Tau.

e La Tau es una proteina Unica ubicua implicada en la mayoria de las
enfermedades neurodegenerativas.La agregacion de Tau y su degradacién
tiene una conexion clara, aunque compleja y polifacética con la disfuncion del
UPS.La Tau experimenta muchas modificaciones post-transduccionales,
incluyendo glicosilaciéon, ubiquitilacion, glicacion, poliaminacion, nitrosilacion,
truncamiento y fosforilacion. La hiperfosforilacion se piensa que es la
modificacion postraduccional méas relevante en relacion con la enfermedad, ya
que puede alterar las funciones bioldgicas de Tau y alterar el auto-ensamblaje,
la agregacion, y la acumulacion. Se pueden utilizar los oligdmeros Tau como
dianas terapéuticas. Se han desarrollado anticuerpos contra la Tau. La
inmunoterapia podria evitar la progresion de la enfermedad.

e En las enfermedades neurodegenerativas hay una relacion entre el
deterioro UPS y los agregados de Tau toxico. Los agregados Tau no soélo estan
fosforilados, sino tambien ubiquitilizados. La Tau estatambién sumoilada
estando esta regulada por fosforilacién. La sumoilacion de oligdbmeros Tau
tiene muchas implicaciones complejas con el UPS.

e Los activadores del proteasoma y/o autofagia pueden ayudar a disenar
nuevas estrategias para la prevencién de enfermedades neurodegenerativas.
La investigacion de nuevos farmacos relacionados con el UPS es muy
prometedora, no sélo para las enfermedades neurodegenerativas, sino también
para el cancer y otras enfermedades inmunolégicas. Sin embargo, la inhibicion
del proteasoma como potencial terapéutico para el cancer debe ser revisada
por los efectos secundarios potenciales en la neurodegeneracion.

e Por ultimo, esta claro que existe una fuerte evidencia de correlacién
entre el dafio no reparado del DNA, la sefializacién persistente de DDR y la
disfuncibn neuronal o la muerte celular en varias enfermedades
neurodegenerativas, asi como en el envejecimiento. Como prioridades en los
pacientes con enfermedades neurodegerativas, al tiempo que se exploran
maneras de mejorar la capacidad de reparacion del genoma, los estudios
futuros deberian explorar otros objetivos de DDR como vias para prevenir la
muerte neuronal.
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