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ABREVIATURAS.

RE Reticulo endoplasmico.

UPS Sistema ubiquitin-proteasoma.
EP Enfermedad de Parkinson.
EA Enfermedad de Alzheimer.
RP Regulador proteosémico.

EH Enfermedad de Huntington
DLB Demencia de cuerpos de lewy.
LBs Cuerpos de Lewy.

PSEN Presenilina.



UcC

UNIVERSIDAD

D AR DISFUNCION DEL PROTEASOMA EN LA NEURODEGENERACION

RESUMEN

La degradacién de las proteinas celulares es un proceso muy complejo,
temporalmente controlado y estrechamente regulado que desempefia un papel
importante en diversas vias basicas durante la vida y la muerte celular, asi como
en la salud y la enfermedad. La degradacién y eliminacion de proteinas se puede
producir a través del sistema autofagico-lisosomal o por el que se aborda en este
trabajo que es el sistema ubiquitin-proteasoma. La via ubiquitin-proteasoma
implica dos pasos sucesivos: 1) conjugacion de cuatro moléculas de ubiquitina
con el sustrato, que es la proteina que pretende ser eliminada y 2) degradacién
de la proteina marcada por el complejo proteasoma 26S. El complejo 26S esta
formado a su vez por una unidad central con actividad catalitica denominada 20S
y dos subunidades reguladoras a los extremos de la central (19S). Ademas de
en la degradacion de proteinas ubiquitinizadas, el proteasoma también interviene
en el procesamiento, en el replegado y recuperacion, en la interaccién con otros
factores celulares y en la degradacion de proteinas no ubiquitinizadas.

Con la multitud de sustratos a los que se dirige y los innumerables procesos
implicados, no es de extrafar que las aberraciones en la via estén implicadas en
la patogénesis de muchas enfermedades, entre ellas, las enfermedades
neurodegenerativas. El hecho de que el sistema ubiquitin-proteasoma sea
disfuncional da lugar a una acumulacién patolégica de proteinas intracelulares
que es uno de los mecanismos que favorece la neurodegeneracion. Ejemplos de
estas proteinas son la a-sinucleina, el -amiloide, la tau o la huntingtina; que son
responsables del desarrollo de enfermedades muy prevalentes en con elevada
morbi-mortalidad hoy en dia como la enfermedad de Alzheimer, el Parkinson, la
demencia por cuerpos de Lewy o la enfermedad de Huntington.
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ABSTRACT

Cellular protein degradation is a highly complex, temporally controlled and tightly
regulated process that plays an important role in several basic pathways during
cellular life and death, as well as in health and disease. Proteins can be degraded
and eliminated through the autophagy-lysosome system or by the ubiquitin-
proteasome system discussed in this paper. The ubiquitin-proteasome pathway
involves two successive steps: 1) conjugation of four ubiquitin molecules to the
substrate, which is the protein to be removed, and 2) degradation of the tagged
protein by the 26S proteasome complex. The 26S complex consists of a
catalytically active core unit called 20S and two regulatory subunits at the ends
of the core (19S). The proteasome is not only involved in the degradation process
of ubiquitinated proteins but also plays an important role in processing, refolding
and recovery, interaction with other cellular factors and degradation of non-
ubiquitinated proteins.

With the multitude of substrates targeted and the myriad processes involved, it is
not surprising that aberrations in this pathway are implicated in the pathogenesis
of many diseases, including neurodegenerative diseases. Dysfunction of the
ubiquitin-proteasome system leads to a pathological accumulation of proteins
and is responsible for the development of certain neurodegenerative diseases.
Examples of these proteins are a-synuclein, B-amyloid, tau or huntingtin, which
are responsible for the development of very prevalent diseases with high
morbidity and mortality nowadays, such as Alzheimer's disease, Parkinson's
disease, dementia due to Lewys bodies or Huntington's disease.
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1. INTRODUCCION.

La proteostasis celular hace referencia a la correcta funcion y balance de la
abundancia del proteoma celular y engloba la sintesis, plegamiento y
degradacion proteica. Por lo tanto, para mantener la proteostasis celular se
requiere un adecuado funcionamiento de los ribosomas, el reticulo endoplasmico
(RE) y los sistemas de degradacion intracelular, que incluyen el sistema
ubiquitina-proteasoma (UPS), el sistema autofagico-lisosomal y la via endocitica

(1)

La protedlisis o degradacion proteica es un proceso que ocurre en las células de
los organismos vivos esencial para el correcto funcionamiento de estas ya que
mantiene el proteoma celular. En el sistema nervioso, este proceso desempeia
un papel crucial en la eliminacion de proteinas dafiadas o defectuosas en las
células nerviosas. Esta degradacion de proteinas puede ser llevada a cabo por
enzimas especificas; como es el ejemplo de las peptidasas, o por maquinaria
intracelular; que es a la parte a la que se va a dirigir este trabajo. Ademas, la
proteolisis celular también juega un papel importante en la regulacion de la
actividad de proteinas. Por ejemplo, algunas proteinas son activadas o
inactivadas por la protedlisis, o que permite a las células controlar los procesos
celulares en funcion de las necesidades del momento.

Existen varios sistemas proteoliticos en las células que descomponen las
proteinas en aminoacidos mas pequefios. Uno de estos sistemas es el
proteasoma, una maquinaria compleja que se encarga de la degradacion de las
proteinas intracelulares de pequefio tamafo. Las proteinas que necesitan ser
degradadas son etiquetadas con una proteina llamada ubiquitina y luego son
transportadas al proteasoma para su degradacién. Ademas del proteasoma,
como se menciond anteriormente, el sistema autofagico-lisosomal también
participa en la proteolisis celular. Estas organelas contienen proteasas
lisosomales que degradan proteinas de origen extracelular o también
membranas celulares.

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de trastornos que afectan
al sistema nervioso central y se caracterizan por la degeneracién de las células
nerviosas. Entre las enfermedades neurodegenerativas mas prevalentes
encontramos la enfermedad de Alzheimer (EA) y el Parkinson (EP). La
importancia de estas enfermedades radica en su alta prevalencia y su impacto
en la calidad de vida de las personas afectadas y sus familiares. Actualmente,
se estima que mas de 50 millones de personas en el mundo sufren EA y mas de
10 millones de personas tienen EP. Ademas, el envejecimiento de la poblacién
en muchos paises significa que estas cifras tendran un crecimiento exponencial
en los préximos anos. Las enfermedades neurodegenerativas también tienen un
impacto significativo en el sistema de salud, debido a los costes financieros y la
carga de trabajo que suponen para los profesionales de la salud. Por lo tanto, es
importante seguir investigando y desarrollando tratamientos efectivos para estas
enfermedades y mejorar la calidad de vida de los pacientes y sus familias(2,3).
Otras enfermedades que se incluyen en este grupo son la Ataxia de Friedreich,
esclerosis lateral amiotrofica, demencia con cuerpos de Lewy (DLB) y la
enfermedad de Huntington. La gran mayoria de estas enfermedades se deben
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al alcoholismo, un tumor, un accidente cerebrovascular, toxinas, quimicos, virus,
etc. Un porcentaje significativo de ellas se achaca a la genética, es decir, a
mutaciones hereditarias a las que los factores anteriores 0 ambientales pueden
acelerar (4)

Se ha demostrado, que la protedlisis celular esta disminuida o alterada en
enfermedades neurodegenerativas, como las mencionadas anteriormente, lo
que contribuye a la acumulacién aberrante de proteinas anémalas que agravan
o aceleran la patologia. Esta acumulacién masiva de proteinas defectuosas en
las células nerviosas, produce estrés y conduce a la neurodegeneracion. Por lo
tanto, el desarrollo de nuevas terapias encaminadas a mejorar el funcionamiento
de sistema ubiquitin-proteasoma para eliminar el acumulo de proteinas
anomalas o defectuosas podria evitar la neurodegeneracién y mejorar el
funcionamiento neuronal en estas enfermedades neurodegenerativas.

En el presente trabajo se ha abordado el papel del proteasoma en la degradacion
de proteinas y cdmo influye su alteracion en la acumulacién aberrante de
proteinas como la a-sinucleina, el 3-amiloide, la tau o la huntingtina y con ello en
la progresion de diversas enfermedades neurodegenerativas (5,6).
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2. OBJETIVOS.

El presente estudio pretende realizar una revision bibliografica sobre el papel del
sistema ubiquitin-proteasoma en la protedlisis intracelular enfocandose sobre
todo en el papel que ocupa la disfuncion del UPS y como afecta de forma directa
a la acumulacion aberrante de ciertas proteinas que no pueden ser
correctamente degradadas y que generan un ambiente téxico neuronal, lo que
favorece la aparicion de enfermedades neurodegenerativas como la EA o EP.
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3. METODOLOGIA.

El desarrollo del trabajo se basa principalmente en la busqueda de articulos
médicos en la base de datos Pubmed, que es una base de datos en linea gratuita
que contiene mas de 32 millones de referencias bibliograficas y resumenes de
articulos de revistas en el campo de la biomedicina y la salud. Es una de las
fuentes mas utilizadas en el mundo para encontrar articulos en investigacion
biomédica y de salud, debido a que incluye literatura cientifica y médica de todo
el mundo. PubMed es mantenida por la Biblioteca Nacional de Medicina de los
Estados Unidos, y se actualiza diariamente con nuevas publicaciones. Se utilizd
como filtro articulos publicados en los ultimos 25 afios. Como palabras clave se
utilizaron:

1) Proteolisis.

2) Proteasoma.

3) Neurodegeneracion.
4) Parkinson.

5) a-sinucleina.

6) Tau.

7) Alzheimer.

8) B-amiloide.

9) UPS.

Otra fuente menos utilizada fue la Cochrane Library.
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4. MARCO TEORICO.
41. DEGRADACION DE PROTEINAS.

La protedlisis mediada por el UPS desempeia un papel importante en muchos
procesos celulares basicos. Entre ellos se encuentran la regulacién del cicloy la
divisién celular, la diferenciacion y el desarrollo, la implicacion en la respuesta
celular al estrés y a los efectores extracelulares, la morfogénesis de las redes
neuronales, la modulacion de los receptores de la superficie celular, los canales
idnicos y la via secretora, la reparacion del ADN, la regulacion transcripcional, el
silenciamiento transcripcional, la memoria a largo plazo, los ritmos circadianos,
la regulacion de las respuestas inmunitaria e inflamatoria y la biogénesis de
organulos. La lista de proteinas celulares a las que se dirige la ubiquitina crece
rapidamente. Entre ellas se encuentran reguladores del ciclo celular como las
ciclinas, inhibidores de la quinasa dependiente de ciclina y proteinas implicadas
en la separaciéon de cromatidas hermanas, supresores tumorales, asi como
activadores transcripcionales y sus inhibidores. El UPS también se dirige a los
receptores de la superficie celular y a las proteinas del RE. Por ultimo, las
proteinas mutadas y desnaturalizadas/mal plegadas se reconocen
especificamente y se eliminan con eficacia. En este sentido, el UPS es un actor
clave en el control de calidad del proteoma celular y los mecanismos de defensa
(7-9).

Cabe distinguir entre la destruccion de proteinas extranas y propias:

e Las proteinas alimentarias extranas se degradan "fuera" del organismo,
en el lumen del tracto gastrointestinal. Son degradadas en aminoacidos
no antigénicos que son absorbidos por el organismo que seran utilizadas
como componentes basicos para la sintesis de sus propias proteinas.

e Las proteinas propias a su vez se clasifican en extracelulares e
intracelulares; los dos grupos de proteinas se degradan mediante dos
mecanismos distintos.

o Las proteinas extracelulares, son captadas mediante pinocitosis o
endocitosis mediada por receptores. A continuacién, se
transportan a través de una serie de vesiculas (endosomas) que
se fusionan con los lisosomas primarios, donde se degradan (7).

o La degradacion intracelular de proteinas es llevada a cabo por
mecanismos totalmente diferentes. Es un proceso muy especifico
y en funcion de las proteinas de las que se traten tiene un tiempo

muy variado (desde minutos en el caso de la p53, dias en la actina
y la miosina o incluso afios como es el caso de la cristalina).

4.2. EL PROTEASOMA.

4.2.1. Estructura y funcién del proteasoma.

10
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El proteasoma es un complejo multiprotéico grande y muy conservado que se
encuentra libre por el citoplasma de las células eucariotas cuya funcion principal
es la degradacién enzimatica de proteinas (10). Es responsable del
reconocimiento y degradacion de proteinas dafiadas, disfuncionales o mal
plegadas, asi como de reciclar proteinas funcionales que ya no son necesarias
para el funcionamiento celular. Las proteinas, para poder ser reconocidas por el
proteasoma y ser sometidas al proceso de protedlisis, necesitan de la unién de
una pequefia proteina denominada ubiquitina. La ubiquitina ademas de ser
fundamental en el proceso de sefalizacion celular, ayuda a regular el crecimiento
y la divisién celular (5,6).

4.2.2. Estructura de la particula central.

El proteasoma esta compuesto por una subunidad catalitica 20S, también
denominada “core”, y dos subunidades reguladoras 19S que constituyen una
estructura denominada 26S. La particula central 20S es el nucleo del
proteasoma  eucariotico  (Fig.1). Estd formada por  dos anillos
exteriores constituidos por siete subunidades alfay por dos anillos
interiores formados por siete subunidades beta. En el interior de esta estructura
en forma de barril se encuentran seis centros activos con actividad proteasa
(Fig.2) (6) que es capaz de producir péptidos de entre 3 y 23 aminoacidos. Estos
centros activos en realidad vienen de tres subunidades beta con actividad
treonin-proteasa (tres de cada uno de los anillos beta) (11). Los extremos amino-
terminales de las subunidades alfa (componentes de los anillos externos de la
particula central), forman una “compuerta” que puede abrirse para permitir el
paso de las proteinas diana al interior del proteasoma donde gracias a la
actividad de los centros activos podran ser degradadas (6).

Figura 1. Particula central del proteasoma. Morado: anillos exteriores formados por siete
subunidades alfa. Azul: anillos interiores formados por siete subunidades beta (6).

11
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Figura 2. Rojo: seis centros activos con actividad proteasa (6).

4.2.3. Estructura de la particula reguladora y apertura del proteasoma.

La apertura de la compuertase regula por la asociacion de la particula
reguladora 19S (Fig.3), compuesta de dos partes principales: unatapay
una base. La base esta formada por seis moléculas con actividad ATPasa (Rpt1-
Rpt6) que forman un anillo y 3 sin actividad ATPasa (Rpn1, Rpn2 y Rpn10). La
tapa por su parte (400 kDa), esta compuesta por subunidades que carecen de
actividad ATPasa (Rpn3, Rpn9, Rpn11 y Rpn12) y tiene forma de disco con
capacidad de separarse y unirse al resto de la molécula (12). Los extremos
carboxi-terminales de las ATPasas forman protuberancias que pueden encajar
en oquedades existentes entre las subunidades alfa de la particula central,
provocando en estas un cambio conformacional que abre la compuerta (6,10).
Se desconoce la manera en la que interaccionan la particula central heptamérica
y la base hexamérica. La llamada hipotesis de la “oscilacion” propone que la
particula reguladora puede oscilar mientras esta unida a la particula central, de
tal modo que en un momento dado sélo un subconjunto de las protuberancias
carboxi-terminales de la base estan asociadas con las oquedades de la particula
central (6).

19S
Regulatory
Particle

20S

Core
Particle

198
Regulatory
Particle

12
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Figura 3. Imagen completa del proteasoma con la particula central 20S (azul y morado)
interaccionando con las particulas reguladoras 19S (base naranja y tapa amarillo) (6).

4.2.4. Papel del UPS en la protedlisis.

La protedlisis es un proceso critico que se cree que falla en las enfermedades
neurodegenerativas y otros trastornos caracterizados por la acumulacién de
proteinas toxicas. Este proceso puede producirse por degradacion en el sistema
autofagico-lisosomal o por degradacion selectiva en el proteasoma. Aunque la
autofagia solia considerarse un proceso no selectivo en comparacién con el
proteasoma, estudios recientes han demostrado que puede ser mas selectivo de
lo que se pensaba y su disfunciéon en enfermedades neurodegenerativas esta
bien establecida (13,14).

Para la degradacion de las proteinas por el UPS encontramos dos pasos, ambos
deben de estar presentes y uno seguido del otro (7,8): 1) Marcado de la proteina
por las ubiquitinas. 2) Degradacién de la proteina por el proteamosa 26S y
posterior liberacion de la ubiquitina (7).

1) La ubiquitina es un polipéptido de 76 aminoacidos. En su extremo C-
terminal se encuentran dos glicinas seguidas y la ultima es la que se une
a cadenas laterales de lisina mediante un enlace de tipo isopeptidico
(grupo amino y/o grupo carboxilo que forman el enlace amida no estan
en posicion alfa). Asimismo, tiene varios residuos de lisina internos, de
los cuales cabe destacar el que se encuentra en la posicion 48 (K48). Al
grupo amino de esta lisina se le pueden unir moléculas de ubiquitinas que
cuando llegan a ser 4, se considera que constituyen la sefial para la
destruccion por protedlisis (8).

En primer lugar, actua la enzima activadora de la ubiquitina E1 que se une
a la ubiquitina. Para que esto se lleve a cabo se requiere de ATP vy el
resultado es un enlace tioéster entre el grupo carboxilo de la glicina
terminal de la ubiquitina con el grupo sulfhidrilo de la E1 (intermediario de
alta energia E1-tiol-éster~ubiquitina). La E1 es bastante escasa, de
hecho, el genoma de la levadura solamente codifica para una unica
enzima activadora de la ubiquitina, la UBA1. A continuacion, se transfiere
la fraccion de la ubiquitina activa a la E2, que se une también por un
enlace de tipo tioéster, al sustrato (E2-S~ubiquitina) que esta unido
especificamente a un miembro de la familia de las ubiquitina-proteina
ligasas, E3 (7,8). En el caso de la E2, a diferencia de la E1, son enzimas
muy numerosas. La siguiente en actuar es la E3, son enzimas también
muy numerosas (alrededor de 1000 en los humanos). Se habla de dos
tipos en esta enzima (Fig.4):

e Una primera con un motivo HECT. Las proteinas de este dominio
tienen una secuencia de 350 residuos de aminoacidos homologa al
dominio COOH-terminal del miembro prototipico de la familia E6-AP
(E6-associated protein) (15). Este dominio contiene un residuo de
cisteina conservado al que se transfiere la fraccidbn de ubiquitina

13
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activada desde E2. El dominio NH2-terminal, que varia entre las
diferentes proteinas de dominio HECT, esta probablemente implicado
en el reconocimiento especifico de sustratos. Las mutaciones en E6-
AP se han implicado en la patogénesis del sindrome de Angelman,
una forma grave de retraso mental y motor hereditario (7,9,16).

e Una segunda con motivo RING (really interesting new gene): se
caracteriza por tener cisteinas e histidinas que crean una forma
cruzada. Los hay simples que pueden ser monémeros u homodimeros
y complejos multiprotéicos como por ejemplo el APC, el SCF y el VBC
(17).

En ultimo lugar actua la E4. Es un factor de elongaciéon de la cadena de
ubiquitina. E4 se une a las moléculas de ubiquitina de conjugados cortos
preformados y cataliza la elongacién de la cadena de ubiquitina junto con E1, E2
y E3. De este modo, los convierte en sustratos preferidos para la degradacién
proteasomal. E4 define una nueva familia de proteinas que comparte una version
modificada del dedo RING, denominada como U box, la cual no cuenta con los
residuos quelantes de metales caracteristicos del motivo del dedo RING (18). La
mayoria de los residuos Cys caracteristicos del dedo RING no se conservan en
el U box, y la estructura probablemente se estabiliza mediante enlaces de
hidrégeno y puentes salinos.

Ubiquitin
Activation

El.@ yATP

HECT
Domain E3s
Substrate-E3

Complex

Ubiquitin Ligation O

O (Multiple Cycles)

Ubiquitin Recycling

26S Proteasome

1Complex-Medllted
O Degradation

Peptides = = Polyubiquitin Chain

Figura 4. La via proteolitica de la ubiquitina. 1: Activacién de la ubiquitina por la enzima
activadora de ubiquitina E1, una proteina transportadora de ubiquitina, E2 (enzima conjugadora
de ubiquitina, UBC), y ATP. El resultado: intermediario éster tiol de E2~ubiquitina de alta energia.
2: Unién del sustrato proteico a una ubiquitina-proteina ligasa especifica, E3. 3: Multiples ciclos
de conjugacion de la ubiquitina con el sustrato diana y sintesis de una cadena de poliubiquitina.
E2 transfiere la primera fraccion de ubiquitina activada directamente al sustrato unido a E3 y, en
los ciclos siguientes, a la fraccion de ubiquitina previamente conjugada. La transferencia directa

14
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de ubiquitina activada de E2 al sustrato unido a E3 se produce en sustratos dirigidos por E3s de
dedo RING. 3" Como en 3, pero la fraccién de ubiquitina activada se transfiere de E2 a un
intermediario tiol de alta energia en E3, antes de su conjugacion con el sustrato unido a E3 o con
la fraccién de ubiquitina previamente conjugada. Esta reaccién es catalizada por los E3 de
dominio HECT. 4: Degradacién del sustrato marcado con ubiquitina mediante el proteasoma 26S

con liberacion de péptidos de entre 3 y 23 aminoéacidos. 5: La ubiquitina se recicla. (7)

2) Una vez se ha formado la cadena de poliubiquitinas, la proteina esta lista
para ser presentada al proteasoma para su degradacion. La Rpn10 se
asocia a la poliubiquitina mientras que las Rpn1 y Rpn2 lo hacen a la
proteina. Estas tres moléculas de la base de la particula reguladora
carecen de actividad ATPasa. A partir de aqui, entran en accién unas
enzimas desubiquitinizantes que separan las ubiquitinas y las
subunidades del proteasoma con actividad ATPasa despliegan la
proteina y avanza hacia la particula central mediante cambios
conformacionales de las subunidades alfa. Después, se produce la
hidrolisis de los enlaces peptidicos y los péptidos resultantes son
liberados a través de la particula reguladora. Una vez liberados al
citoplasma tienen una vida media muy corta gracias a que son atacados
por proteasas y aminopeptidasas (8).

4.2.5. Funciones adicionales del proteasoma.

A. Degradacion de proteinas no ubiquitinadas.

Las arqueas y ciertas bacterias tienen presentes proteasomas simples, pero
carecen de ubiquitinas y del sistema de conjugacion de éstas. Esto sugiere que
el proteasoma puede proteolizar algunas proteinas que no estan marcadas con
ubiquitina (19,20). En estos organismos, lo que el proteasoma hace es participar
en el choque térmico desgradando las proteinas mal plegadas o que se
encuentran danadas (19). Sin embargo, en las células eucariotas, la eliminacién
de gran parte de las proteinas de vida corta, dafiadas o mal plegadas, asi como
los polipéptidos recién sintetizados mal traducidos, depende del proceso de
ubiquitinacién dentro de la célula (21,22).

Se ha identificado un caso en el cual una proteina metabdlica es reconocida y
degradada por el proteasoma de manera especifica, pero sin la necesidad de la
ubiquitinacién. El enzima ornitina descarboxilasa (ODC) es hidrolizada por el
proteasoma al unirse a la proteina antizima sin la ubiquitinizacion
correspondiente. La antizima es probablemente liberada del proteasoma sin ser
degradada junto con la ODC. Esta misma via podria aplicarse a otras pequeias
moléculas que dirigen sus sustratos al proteasoma. Otro ejemplo es la
degradacion del inhibidor Cdk p21Cip1, que normalmente es ubiquitinado y
degradado. Sin embargo, mutantes de p21Cip1 que no son ubiquitinados
también son proteolizados eficientemente por el proteasoma, lo que sugiere la
posibilidad de que esta proteina se dirija directamente al proteasoma en lugar de
a la ubiquitinizacion (23,24).
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B. Procesamiento.

Una de las caracteristicas del proteasoma es que no todos los sustratos son
completamente hidrolizados, sino que, en algunos casos, el proteasoma los
procesa en una forma truncada. Esto puede ser una herramienta reguladora
potente para transformar una proteina de una forma a otra, alterando asi sus
actividades celulares. Un ejemplo bien estudiado es el procesamiento del
precursor p105 de p50, un componente del factor de transcripcion NF-kB (25).
La mitad COOH-terminal de p105 es ubiquitinada y luego proteolizada por el
proteasoma, liberando asi la region NH2-terminal de 50-kDa como subunidad
activa de la proteina del factor de transcripciéon NF-kB. En el caso de p105, el
lugar de procesamiento esta determinado en parte por una region rica en glicina
(GRR) en el centro de la proteina, asi como por interacciones especificas de
ciertos aminoacidos dentro de su dominio p50 que estabilizan su estructura
tridimensional. De forma similar, el precursor p100 del componente p52 del NF-
kB2 es procesado por el proteasoma tras una GRR (26,27). Sin embargo, el
proteasoma de levadura procesa p105 en ausencia de una GRR vy
probablemente en una localizacion diferente a la que lo hace el proteasoma de
mamifero, o que sugiere que la GRR no es una sefal universal para el
procesamiento (28).

Algunas secuencias internas de las proteinas, como el GRR, pueden actuar
como marcadores para su procesamiento y proteger ciertas regiones de la
degradacion. Sin embargo, otras secuencias similares podrian prevenir
completamente la degradacién mediada por proteasomas. Un ejemplo es la
proteina viral EBNA1, que evita la via de la ubiquitina/proteasoma para su
degradacion y, por lo tanto, no activa la respuesta inmunitaria (29).

C. Replegado/recuperacion.

Es posible que el proteasoma tenga funciones que no estén relacionadas con la
protedlisis. En experimentos in vitro, el proteasoma ha sido capaz de unirse a
proteinas desplegadas, acelerar su replegamiento y liberarlas en su forma
nativa. También se ha comprobado que el proteasoma puede inhibir la
agregacion de proteinas mal plegadas. Estas actividades similares a las
chaperonas son realizadas por la base ATPasa del regulador proteosémico (RP),
son necesarios para que el proteasoma funcione de manera eficiente y se
encargan de asegurar que solo se degraden las proteinas marcadas
adecuadamente y que la cantidad y la velocidad de la degradacion se ajusten a
las necesidades celulares. Ademas, se ha observado que, en in vivo, el
proteasoma participa en el desmontaje y la reorganizacion del complejo de
reparacion por escisién nuclear, sin realizar protedlisis (30).

D. Interacciones con otros factores celulares.

Aunque la composicion de los proteasomas purificados de diversas especies es
casi idéntica y los componentes basicos son altamente conservados entre los
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eucariotas, varias proteinas pueden unirse a los proteasomas en diferentes
afinidades y proporciones. Es cada vez mas evidente que el proteasoma es una
estructura dindmica que establece multiples interacciones con subunidades y
factores celulares que son transitoriamente asociados, y que son necesarios
para procesos como la localizacion celular, la presentacion de sustratos, las
interacciones sustrato-especificas o la generacién de diversos productos (31).

4.3. FALLO DEL PROTEASOMA Y SU RELACION CON DISTINTOS
PROCESOS NEURODEGENERATIVOS.

4.3.1. Disfuncion del proteasoma y a-sinucleina.

La a-sinucleina es una proteina que se encuentra en grandes cantidades en los
terminales nerviosos presinapticos del cerebro. Se ha demostrado mediante
estudios genéticos y neuropatologicos que esta proteina esta relacionada con la
EP y otros trastornos neurodegenerativos. La acumulacién anormal de
oligobmeros y agregados grandes de a-sinucleina se asocia a diversas
enfermedades neurodegenerativas conocidas como sinucleinopatias, aunque se
desconoce como la a-sinucleina contribuye a la degeneracion neuronal (32).

Las proteinas a-, B- y y-sinucleinas son pequefias y solubles. Estan compuestas
por 140, 134 y 127 aminodacidos respectivamente. Estas proteinas se unen a las
membranas fosfolipidicas y contienen una secuencia caracteristica de 11
residuos que se repite siete veces en la a- y y-sinucleina, y seis en el caso de la
B-sinucleina (33). Esta repeticion forma una estructura de hélice similar a la de
las apolipoproteinas que se une a los lipidos. La region NAC esta ubicada dentro
de esta secuencia repetida y es propensa a la agregacion en la a-sinucleina
humana, pero no en los ratones ni en la regibn homdloga de B-sinucleina
humana. A pesar de esto, la B-sinucleina tiene una mayor similitud en las
secuencias N-terminales con la a-sinucleina que con la y-sinucleina (32,34).

La acumulacion de a-sinucleina es un factor clave en la patogénesis de la EP y
juega un papel importante en los sintomas motores y no motores observados en
la enfermedad (35,36) ya que la acumulacion de esta proteina se produce
especialmente en las neuronas dopaminérgicas que regulan los movimientos. La
a-sinucleina normalmente cumple una funcién importante en la comunicacién
entre las células nerviosas en el cerebro, pero cuando se acumula en agregados
anormales, puede causar dafo celular y la muerte de las neuronas. Se cree que
las proteinas mal plegadas pueden desencadenar una serie de eventos que
llevan a la muerte celular y la neurodegeneracion, incluyendo la inflamacion vy el
estrés oxidativo (37). Ademas, se ha demostrado que las fibrillas de a-sinucleina
acumuladas pueden propagarse a través del cerebro, propagando la pérdida
neuronal y la disfuncion. Los sintomas tipicos de la EP, como temblores, rigidez
muscular y dificultad para caminar, se deben a la disminucion de la produccion
de dopamina en el cerebro, que es un neurotransmisor clave para controlar el
movimiento. La acumulacion de a-sinucleina también se ha relacionado con
otros sintomas no motores comunes en la EP, como problemas cognitivos,
alteraciones del suefio y cambios de humor (37,38).
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Los oligdmeros dafiados de a-sinucleina pasan a formar grandes agregados que
se denominan cuerpos de Lewy (LBs). En un modelo celular, se observo una
correlacion positiva entre los niveles de ubiquitina y los niveles de oligobmeros de
proteina a-synucleina. Este aumento se asocié con una disfunciéon en el UPS
(38)

Tanto los experimentos in vitro como in vivo han proporcionado pruebas de que
la inhibicion del UPS puede dar lugar a agregacion de proteinas y citotoxicidad
en la EP. Un UPS defectuoso parece ser la causa de la progresion de la
neurodegeneracién en la enfermedad, aunque de forma indirecta. Asi, las
proteinas no deseadas maduran y se acumulan porque no se degradan
adecuadamente, lo que en ultima instancia conduce a la neurodegeneracion
(42,44).

Los resultados obtenidos a partir de pruebas genéticas sugieren que la toxicidad
en la EP puede ser el resultado de una alteracion del UPS. De hecho, diversas
formas familiares de la EP se caracterizan por mutaciones genéticas que inhiben
la correcta formacién de proteinas como a-sinucleina, parkina y ubiquitina C-
terminal hidrolasa L1 (UCH-L1), que son enzimas clave en el UPS. Por ejemplo,
se ha demostrado que la mutacién lle93Met en la enzima UCH-L1, presente en
una familia alemana con la EP, dificulta la actividad catalitica de la misma, lo que
genera irregularidades en el UPS y permite la acumulacién de proteinas
dafiadas. La enzima UCH-L1, que es un constituyente de los LBs, desempefia
un papel importante en la via proteolitica dependiente de ubiquitina (39). En
particular, es responsable de eliminar la cadena de ubiquitina de los sustratos
que se unen al proteasoma, lo que permite llevar a cabo el proceso de
degradacion de proteinas. Sin embargo, una UCH-L1 defectuosa no puede
escindir eficazmente el enlace covalente entre la ubiquitina y los sustratos,
provocando una disminucion en la cantidad de ubiquitina libre en el cerebro.
Esto, a su vez, podria permitir la agregacion de proteinas mal plegadas, lo que
parece contradecir los estudios que han demostrado un aumento de los niveles
de ubiquitina libre en la EP (39-41).

4.3.2. Disfuncion del proteasoma y B-amiloide.

La EA es una enfermedad neurodegenerativa que afecta principalmente a las
personas mayores y se caracteriza por una disminucion progresiva de las
funciones cognitivas, especialmente de la memoria. Aunque los sintomas varian
de una persona a otra, los pacientes con EA pueden experimentar confusion,
desorientacion, dificultad para comunicarse, cambios emocionales vy
comportamentales, pérdida de motricidad y problemas para realizar actividades
diarias. Uno de los principales rasgos distintivos de la EA es la acumulacion de
depdsitos de péptido B-amiloide que ejercen un efecto neurotdxico en el cerebro.
Estos péptidos se forman por un procesamiento aberrante de la proteina
precursora del amiloide que produce péptidos que se pliegan anormalmente, lo
que lleva a su acumulacion en el interior de las células en forma de acumulos
proteicos y extracelularmente en forma de placas seniles en el cerebro. La
acumulacion de estas placas seniles se cree que interfiere con las sefnales
neuronales y contribuye a la muerte de las células cerebrales, lo que finalmente
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conduce a la discapacidad cognitiva y funcional en los pacientes con EA (42). La
forma precoz hereditaria de la EA se relaciona con mutaciones en los genes que
codifican para las presenilinas (PSEN) que son una familia de proteinas
transmembrana que forman la subunidad catalitica de la enzima gamma-
secretasa. Hay dos tipos: PSEN1 y PSEN2.

Mas de 70 mutaciones en el gen PSEN1 y seis en el gen PSEN2 estan
relacionadas con la EA familiar, y todas ellas conducen a una mayor produccion
de péptido B-amiloide 42, una de las isoformas mas neurotdxicas (43,44). Las
presenilinas también se relacionaron con el UPS. PSEN1 y PSEN2 estan
sometidas a degradacion proteasomal. Ademas, Pen-2, otro miembro del
complejo y-secretasa, también es un sustrato del proteasoma en determinadas
condiciones. PSEN es responsable de la localizacion subcelular de Pen-2 por lo
que en su ausencia no se localiza y no puede ser transportada a los
compartimentos post-RE, donde se produce el ensamblaje posterior del
complejo y-secretasa. Aparentemente, PSEN regula los niveles de su
companfero de uniéon Pen-2 impidiendo postraduccionalmente su degradacién
por el proteasoma. Con esto se entenderia que la inhibicién del proteasoma
condujera a un aumento de los niveles de PSEN y Pen-2, lo que daria lugar a un
aumento de la actividad y-secretasa y a una mayor produccion de B-amiloide
(45).

Por otro lado, el péptido B-amiloide puede unirse al nucleo 20S del proteasoma
e inhibir su actividad in vitro. Sin embargo, in vivo actua en un pequefio pool de
péptido B-amiloide ya que gran parte se encuentra intracelular. Por lo tanto, es
probable que el B-amiloide citosolico que podria originarse por la deformacion,
atrofia y alteracion del aparato de Golgi en la EA también sea degradado por el
proteasoma y si este no funciona bien, se acumula en forma de inclusiones
citoplasmaticas (45).

Diversos estudios sugieren que las alteraciones del UPS desempefian un papel
fundamental en la progresién de la EA. Asi, un estudio demostré una clara
correlacion entre la inhibicion del proteasoma y la acumulacion de proteinas
ubiquitinadas solubles en detergente (SUb), un acontecimiento temprano critico
en el proceso que conduce a la muerte neuronal (46). Los datos recogidos
sugieren que un impulso en la actividad del proteasoma es un mecanismo
potencial para retrasar o prevenir la toxicidad. Ademas, una forma mutante de
ubiquitina, denominada Ub+1, se observa selectivamente en los cerebros de
pacientes con Alzheimer, incluidos los que padecen EA no familiar. Ademas, el
sistema ubiquitin-proteasoma en cerebros envejecidos es especialmente
vulnerable a esta expresion. Por ultimo, también se ha observado que varias
areas corticales de pacientes con EA presentan niveles reducidos de actividad
del proteasoma (47).

En un estudio reciente se ha demostrado que una proteina fluorescente verde
de vida corta llamada d2EGFP, puede ser utilizada para monitorizar la influencia
del péptido B-amiloide en la actividad del proteasoma 26S. Los resultados de
este estudio indican que el B-amiloide intracelular puede reducir la actividad del
proteasoma 26S mediante el reclutamiento de la subunidad a del proteasoma
20S enddgeno en los agregados intracelulares. De esta manera, los autores
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observaron que el numero de células GFP-positivas aumentaba
aproximadamente entre 2 y 5 veces en las células que expresaban [-amiloide
(Fig. 5) (48,49).

Mock pCMV-AB (0.3 ug) pCMV-AB (0.6 ng)

Figura 5. La acumulacion intracelular de AB reduce la degradacion de d2EGFP. Imagenes
representativas de inmunofluorescencia de células que expresan d2EGFP para la evaluacién de
la inhibicion del proteasoma (48).

Por ultimo, se ha encontrado que el deterioro del proteasoma es temprano en la
progresion de los eventos patolégicos que se detectan en ratones, lo que lleva a
la acumulacion de péptidos B-amiloides y tau (50). Basandonos en estos
estudios, se propone que elevar la actividad del proteasoma para prevenir la
acumulacion de proteinas SUb en una fase temprana del proceso
neurodegenerativo podria ser un enfoque eficaz para prevenir la activacion de
caspasas y la patologia tau, lo que podria ayudar en la prevencién y el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la EA.

4.3.3. Disfuncion del proteasoma y proteina Tau.

Tau es una proteina implicada en la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas como amiloidosis secundaria, asi como presente sola en
una serie de trastornos de patologia tau pura. La EP se caracteriza por la
agregacion de la proteina tau ademas de la a-sinucleina. Los cerebros afectados
por la EP no solo estan llenos de LBs y neuritas de Lewy, sino también de ovillos
neurofibrilares (NFT) compuestas de tau acumulada. Ademas, se ha encontrado
proteina tau en los flamentos que forman los LBs (51). La proteina tau también
muestra una tendencia a co-localizarse e interactuar con la a-sinucleina de tal
manera que las dos proteinas refuerzan mutuamente su toxicidad. Como ocurre
con la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, no se sabe
exactamente como contribuye la proteina tau a la EP. Sin embargo, esta claro
que la tau es una proteina clave implicada en la EP y su importancia se hace
cada vez mas evidente a medida que se completan mas investigaciones (41,52).

Los NFT estan compuestos por filamentos helicoidales pareados de tau en un
estado hiperfosforilado en gran medida. A pesar de que la interaccion entre la
ubiquitina y tau no parece depender enteramente del estado de fosforilacién de
la proteina tau, estudios han sugerido que la ubiquitina se asocia con los
agregados de tau en una fase avanzada de la enfermedad (53). Se ha observado
que la tau soluble fosforilada y no fosforilada en el cerebro de pacientes con EA
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no esta ubiquitinada, mientras que las fibrillas helicoidales pareadas fosforiladas
insolubles de tau se asocian con la ubiquitina. Ademas, se ha encontrado que la
disminucién de la actividad del proteasoma en el cerebro de pacientes con EA
no se correlaciona con los niveles de tau fosforilada (54). Por otro lado hay
evidencias de que, independientemente de su estado de fosforilacion, las fibrillas
helicoidales pareadas de tau inhiben directamente la actividad de los
proteosomas y se asocian con proteosomas deteriorados en la enfermedad
(53,54).

Tau también se ha implicado en la enfermedad de Huntington (EH) aunque no
parece interactuar con la huntingtina en la enfermedad. El papel de tau en la EH
es menos obvio que su papel en otros trastornos debido al bajo numero de
estudios disponibles. Los niveles totales de tau son mas altos en los cerebros
con EH que en los cerebros sanos, y los nucleos neuronales en los cerebros con
EH se caracterizan por depdsitos de tau en forma de bastones, denominados
bastones nucleares (55). Ademas, un estudio encontrd que los niveles totales de
tau en el liquido cefalorraquideo de los pacientes con EH eran mas altos que en
los pacientes sanos (56).

En relacién con el UPS, se ha observado que los errores tempranos en el
proceso de desarrollo de la proteina tau pueden impedir una degradacion
adecuada. Se ha encontrado una asociacién entre la acumulacion de oligomeros
tau hiperfosforilados en las sinapsis de pacientes con la EA, el aumento de
sustratos ubiquitinados y los componentes del proteasoma, lo que lleva a una
disfuncion del UPS. En teoria, si se pudieran destruir las proteinas tau
defectuosas antes de que causen dafo a las células, se podria prevenir la muerte
de estas células. Sin embargo, en condiciones normales, las proteinas
defectuosas que se producen durante la sintesis de proteinas son eliminadas
antes de causar dafo a la célula. De esta manera, en la neurodegeneracion, las
proteinas defectuosas no son degradadas por el proteasoma, lo que provoca su
acumulacion y, presumiblemente, un mayor deterioro del proteasoma. Por lo
tanto, los procesos de ubiquitinacion y sumoilacion juegan un papel importante
en el proceso de conversion de tau en neurotdxica, ya que tienen la capacidad
de destruir la tau antes de que cause dano a la célula (41,57).

4.3.4. Disfuncion del proteasoma y huntingtina.

La EH es un trastorno por repeticién de poliglutaminas, de herencia dominante y
causado por expansiones anormales de secuencias largas de glutamina que se
encuentran en la huntingtina. Se caracteriza por la presencia de déficits motores
y alteraciones cognitivas, que acaban produciendo demencia progresiva y
finalmente la muerte. La esperanza de vida es de unos 15-20 afnos después del
inicio de la enfermedad. La patologia de la EH, como muchos trastornos
neurodegenerativos, implica la existencia de agregados proteicos intracelulares
y extracelulares (58).

En un reciente hallazgo, se ha constatado que la proteina huntingtina se ubica

bajo una sefializacién de ubiquitinacién, lo que sugiere que dicha proteina esta
destinada a la degradacién por el UPS. En cerebros con EH, se han observado
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niveles elevados de neuritas reactivas a la ubiquitina. Un estudio reciente ha
descubierto que un fragmento de la huntingtina patogénico (Httex1p) puede ser
modificado por SUMO-1 y por ubiquitina en residuos de lisina idénticos (41). La
sumoilacién de la Httex1p, una modificacion bioquimica post-traduccional que
implica la adicion de proteinas SUMO, estabiliza a esta proteina, reduce la
capacidad de formacion de agregados y promueve su capacidad para reprimir la
transcripcion. Por otro lado, en un modelo de EH en Drosophila, la sumoilacién
de Httex1p exacerbd la neurodegeneracion, mientras que la ubiquitinacion de
Httex1p evitd la neurodegeneracién. En consecuencia, parece que en ciertas
circunstancias ambos sistemas pueden conducir a efectos divergentes en el
proceso de la neurodegeneracion. En resumen, la evidencia sugiere que la
modificacion bioquimica post-traduccional y el sistema proteasémico son
componentes esenciales y clave en el proceso de la neurodegeneracién que
cursa esta enfermedad (59).

4.3.5. Pérdida del Rpt2.

El objetivo de un estudio publicado en el volumen 28 del Journal of Neuroscience
fue interrumpir genéticamente la degradacion especifica del proteasoma 26S en
neuronas de raton, dejando intacto el complejo del nucleo proteolitico 20S,
implicado en la degradacion independiente de la ubiquitina. Por lo tanto,
generaron un ratén knock-out condicional reproducible para una subunidad
esencial del RP 19S, PSMC1 (Rpt2/S4). Demostraron que la pérdida de PSMC1
conduce al agotamiento del proteasoma 26S, lo que causa neurodegeneracion
y la formacion de inclusiones intraneuronales tipo Lewy que se asemejan a los
cuerpos palidos humanos en neuronas de la via nigroestriatal y del cerebro
anterior (60,61).

Por otro lado, también se ha examinado la agregacién de proteinas en los
cerebros de los ratones utilizando anticuerpos de diagndstico para las principales
enfermedades neurodegenerativas humanas. La acumulacion difusa de
proteinas ubiquitinadas era evidente en unas pocas neuronas del cerebro
anterior en ratones PSMC1 a las 2 semanas, pero no se observaron otras
diferencias a esta edad (Fig.6). A las 4 semanas de edad, coincidiendo con el
deterioro progresivo del proteasoma 26S, se observo una patologia significativa
de la ubiquitina. Sin embargo, también se observaron numerosas inclusiones
paranucleares eosinofilicas intraneuronales, que contenian ubiquitina y a-
sinucleina, similares a los LBs observados en los cerebros de pacientes con DLB
(Fig.7) (60,62).
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Figura 6. Acumulacion difusa de proteinas ubiquitinadas comparando ratones control con
mutantes para una subunidad esencial del RP 19S en distinto tiempo (60).
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Figura 7. Inclusiones intraneuronales de tipo Lewy en neuronas sin proteasoma 26S. Inclusiones
de Lewy representativas en neuronas corticales de ratén a las 6 semanas de edad tefidas con
hematoxilina-eosina y anticuerpos contra ubiquitina y a-sinucleina, comparadas directamente
con cuerpos de Lewy de cerebros de pacientes con DLB (100x). No se observaron inclusiones
en los cerebros de ratones de control (datos no mostrados) (60).
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5. CONCLUSIONES.

A partir de la informacion presentada en el trabajo, se pueden obtener las
siguientes conclusiones:

e Una correcta funcion del proteasoma es fundamental para que se lleve a
cabo de forma adecuada la transmisién de los impulsos nerviosos, asi
como la sinapsis entre neuronas, impidiendo que se produzcan procesos
neurodegenerativos.

e La acumulacion de a-sinucleina esta relacionada con la EP y puede
causar dafo celular y la muerte de las neuronas dopaminérgicas que
regulan los movimientos, lo que lleva a sintomas motores y no motores
observados en la enfermedad. Un UPS defectuoso podria ser la causa de
la neurodegeneracion que ocurre en la EP y podria estar relacionado con
mutaciones en las enzimas clave en el UPS, como la parkina, la UCH-L1
y la a-sinucleina. Asi, la UCH-L1 defectuosa no puede escindir
eficazmente el enlace covalente entre la ubiquitina y los sustratos, lo que
permite la agregacion de proteinas mal plegadas promoviendo la
neurodegeneracion.

e Las mutaciones en los genes PSEN1y PSENZ2 estan relacionadas con la
EA familiar y conducen a una mayor produccion del péptido p-amiloide.
Las presenilinas estan sometidas a degradacion proteasomal y regulan
los niveles de Pen-2 para regular positivamente la actividad y-secretasa y
por tanto, la produccion de B-amiloide. La inhibicion del proteasoma
aumenta los niveles de PSEN y Pen-2, lo que daria lugar a una mayor
produccion de péptido B-amiloide neurotdxico y contribuyendo a la
neurodegeneracién caracteristica de la EA.

e El péptido B-amiloide intracelular puede reducir la actividad del
proteasoma 26S mediante el reclutamiento de la subunidad a del
proteasoma 20S endoégeno en los agregados intracelulares. Esta
reduccion de la actividad proteosomal contribuye a la acumulacion de
proteinas mal plegadas o defectuosas. Por lo tanto, las estrategias
terapeuticas encaminadas a aumentar la actividad del proteasoma
pueden ser un mecanismo potencial para retrasar la neurodegeneracion
o prevenir la toxicidad y la progresién de la EA.

e La tau es una proteina unica ubicua implicada en la mayoria de las
enfermedades neurodegenerativas. La agregacion de tau y su
degradacion tiene una conexion clara con la disfuncién del UPS. Su
hiperfosforilacion se piensa que es la modificacion postraduccional mas
relevante en relacion con la enfermedad, ya que puede alterar las
funciones biologicas de tau y alterar el auto-ensamblaje, la agregacion, y
la acumulacién intraneuronal.
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La pérdida de la subunidad esencial del RP 19S, PSMC1 (Rpt2), conduce
al agotamiento del proteasoma 26S, lo que causa neurodegeneracion y la
formacion de inclusiones intraneuronales similares a los cuerpos palidos
humanos en neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal y del
cerebro anterior. También se observo una patologia significativa de la
ubiquitina 'y numerosas inclusiones paranucleares eosinofilicas
intraneuronales que contenian ubiquitina y a-sinucleina, similares a las
que se observan en los cerebros de pacientes con DLBs. Estos hallazgos
sugieren que la alteracion de la funcién proteasomal puede estar
implicada en la patogénesis de la EP y la DLBs.
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