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El sindrome de Down (SD) es el trastorno genético mas comun causante de discapacidad
intelectual y se debe a la trisomia del cromosoma 21. La sobreexpresion de genes en este
cromosoma es responsable de la patogenia del SD, ya que varios genes afectan al sistema de
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) en la etapa prenatal, produciendo un efecto negativo sobre la
biogénesis mitocondrial y, por tanto, una disminucion de la sintesis de ATP necesaria para la

neurogeénesis.

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado ha sido revisar la bibliografia actual disponible acerca
de las diferentes estrategias prenatales para el tratamiento del sindrome de Down destinadas a
inhibir la sobreexpresién de BACH1 y DYRK1A. Se ha obtenido la informacién mediante

ecuaciones de busqueda en la base de datos online de PubMed.

La sobreexpresion de BACHL1 altera la relacion BACH1/NRF2 en el ndcleo disminuyendo la
expresion de genes de respuesta antioxidantes y acumulando estrés oxidativo. Se ha encontrado
que el éster fenétilico del acido cafeico (CAPE) y su analogo sintético VP961, promueven la
translocacion nuclear de NRF2 suprimiendo su ubiquitinacion. Los niveles altos de hemo y de
cadmio, regulan la localizacién citoplasméatica de BACHL1 y posterior degradacion, aumentando

los niveles de hemo-oxigenasa 1. Esto se consigue mediante el tratamiento con hemina.

La sobreexpresion de DYRK1A hiperfosforila la proteina tau e incrementa los niveles de 3R-tau
contribuyendo a la neurodegeneracion. También produce un alargamiento de la fase G1 del ciclo
celular favoreciendo una diferenciacion prematura de las células. Se ha demostrado la eficacia de
diferentes inhibidores de DYRKZ1A, entre ellos, epigalocatequina-3-galato (EGCG), leucettina 41
y derivados de hidroxi 3,5,-diaril-7-azaindoles (DANDY), en restaurar los déficits cognitivos y
los fenotipos craneofaciales en el SD. CX-4945y INDY normalizan la fosforilacion de la proteina

tau.

Los principales retos a los que se enfrentan las estrategias de tratamiento prenatal son la

teratogenicidad, la toxicidad y las consideraciones éticas.

Palabras clave: sindrome de Down, fosforilacion oxidativa, biogénesis mitocondrial, terapia
prenatal, BACH1, NRF2, hemina, DYRK1A, EGCG.



Down syndrome (DS) is the most common genetic disorder causing intellectual disability and it
is due to the trisomy of chromosome 21. The overexpression of genes on this chromosome is
responsible for the pathogenesis of DS, as several genes affect the oxidative phosphorylation
system (OXPHOQOS) in the prenatal stage, producing a negative effect on mitochondrial biogenesis
and, therefore, a decrease in ATP synthesis required for neurogenesis.

The aim of this project was to review current literature about different strategies for the treatment
of Down syndrome destined to inhibit the overexpression of BACH1 and DYRK1A at the prenatal

stage. The information was obtained through search equations in the PubMed online database.

The overexpression of BACH1 disrupts the BACH1/NRF2 ratio in the nucleus by decreasing the
expression of antioxidant genes and accumulating oxidative stress. Caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) and its synthetic analogue VVP961 have been found to promote the nuclear translocation
of NRF2 and supress its ubiquitination. High levels of heme and cadmium regulate the
cytoplasmic localization of BACH1 and subsequent degradation, increasing levels of heme-
oxygenase 1. This is achieved by treatment with hemin.

The overexpression of DYRK1A hyperphosphorylates tau protein and increases 3R-tau levels
contributing to neurodegeneration. It also causes a lengthening of the G1 phase of the cell cycle,
assisting premature cell differentiation. The efficacy of different DYRKZ1A inhibitors, including
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), leucettin 41 and hydroxy derivatives of 3,5-diaryl-7-
azaindoles (DANDY), has been proved in restoring cognitive deficits and craniofacial phenotypes

in DS. CX-4945 and INDY normalize the phosphorylation of tau protein.

The main challenges of fetal therapies are teratogenicity, toxicity and ethical considerations.

Key words: Down syndrome, oxidative phosphorylation, mitochondrial biogenesis, fetal therapy,

BACH1, NRF2, hemin, DYRK1A, EGCG.



1.- INTRODUCCION
1.1 Sindrome de Down

El sindrome de Down (SD) es el trastorno genético del desarrollo m&s comudn en seres humanos,
afectaa 1 de cada 800 recién nacidos al afio, alcanzando una prevalencia superior a los 5 millones
de personas en todo el mundo. A pesar de los importantes avances en el cribado prenatal no
invasivo, la prevalencia del sindrome de Down se ha mantenido estable durante los ultimos 30

afos, debido fundamentalmente al aumento de edad de la madre gestante.*

El SD es la causa més frecuente de discapacidad intelectual (DI) y se debe a una trisomia del
cromosoma 21. Ocurre como un error de segregacion aleatoria durante la meiosis en el évulo o
el espermatozoide en desarrollo, que conduce a una tercera copia parcial o completa del

cromosoma 21 en todas las células somaticas del embrién (Hsa21 o T21).12

La sobreexpresion de genes en el cromosoma 21 es

responsable de la patogenia de las caracteristicas ”}:ﬂﬁ[ﬁﬁ RO Eae Y
fenotipicas del SD, ya sea de manera directa o EEMN“}@ B

indirecta, ya que muchos genes Hsa21 pueden afectar g§ i g'] o

a la expresién de otros genes mapeados en diferentes | a ;A ' ‘7“35';.,.‘7::-=
cromosomas. Se han identificado 222 genes Ly s e : -
codificantes de proteinas localizados en el cromosoma e ' )5, ¥ = ;J;:”""
21 y muchos de estos genes estan involucrados en la ’ mfj' ME ‘{';Ii;y ‘irw
funcién mitocondrial y la produccién de energia a

través del sistema de fosforilacion oxidativa I - -

(OXPHOS), pudiendo originar un efecto negativo Newronel differentintion

sobre la biogénesis mitocondrial y una disminucion

Figura 1. Sindrome de Down y neurogénesis?®

en la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) necesaria

para la neurogénesis.>?

La neurogénesis es el proceso que facilita la formacién de nuevos circuitos neuronales en el
cerebro adulto mediante el suministro de nuevas neuronas a los circuitos existentes en respuesta

al aprendizaje, al tratamiento farmacolégico, a la lesion cerebral traumética y a otros estimulos.*

El SD tiene un fenotipo complejo, asociado a caracteristicas constantes como el retraso mental,
los rasgos dismorficos (braquicefalia, pliegue epicantico y lengua protuida) y la hipotonia; y a
otras condiciones médicas variables como problemas visuales y auditivos, defectos cardiacos
(comunicacion intrauricular), anomalias gastrointestinales, convulsiones, y susceptibilidad a la
enfermedad de Alzheimer, la diabetes mellitus tipo Il, la obesidad y diversos trastornos

inmunoldgicos.*3®



El cerebro de las personas con SD muestra una disminucion en las capacidades de proliferacion
y diferenciacion neuronal de las células progenitoras neuronales (NPC) y un aumento de la
muerte celular desde el periodo fetal y neonatal, acompafiado de alteraciones metabdlicas.
Ademas, los estudios muestran una superficie cortical reducida, un volumen cerebral méas
pequefio y una neurogénesis deficiente. Todo ello se traduce en un envejecimiento prematuro

y un riesgo de demencia precoz.?

1.2 Fosforilacion oxidativa (OXPHQOS)

Las mitocondrias son organulos de doble membrana cuya funcion principal es la produccién de
energia celular en forma de ATP utilizando O; y sustratos metabolicos, a través del sistema
OXPHOS ubicado en las crestas mitocondriales. EI nimero de mitocondrias por célula varia de
varios cientos a varios miles, segun el tipo de célula, y, ademas de la produccion de ATP, cumplen
una amplia gama de funciones que incluyen, entre otras, la biosintesis de aminoécidos, la gestion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), y el control de procesos fundamentales en la

neuroplasticidad como la liberacion de neurotransmisores y la remodelacion dendritica.®

El sistema OXPHOS consta de la cadena de transporte de electrones (ETC) de la membrana
interna mitocondrial y la ATP sintetasa (CV). ETC incluye los complejos respiratorios | a IV
(CI—CIV), el citocromo C (Cyt ¢) y la coenzima Q10 (CoQ10).2

La mayoria de las proteinas mitocondriales, incluidas todas las proteinas necesarias para la
replicacion, transcripcion y traduccion del ADN mitocondrial (ADNmt); proteinas de ensamblaje
de complejos OXPHOS; y la mayoria de las subunidades estructurales de los complejos
OXPHOS, estan codificadas en los cromosomas nucleares (ADNn). Las proteinas
mitocondriales median procesos como la regulacién de la homeostasis idnica, las respuestas al
estrés, la supervivencia celular y la transduccién de sefiales. Sin embargo, el ADNmt contiene
37 genes que codifican para 13 proteinas que forman parte del sistema OXPHQOS, ademas de los
22 ARN de transferencia (ARNt) y los 2 ARN ribosomicos (ARNTr) necesarios para su traduccion

en el interior de la mitocondria.?®

La biogénesis del sistema OXPHOS estd mediada por el receptor gamma activado por el
proliferador de peroxisomas 1-alfa (PGC-la. 0 PPARGC1A). Tras la fosforilacion por la
proteina quinasa A (PKA), el elemento de respuesta de proteina CAMP (CREB) activa la
expresion de PGC-1a, que a su vez induce la expresion de factores de transcripcion nucleares y
mitocondriales. Ademas del ndcleo, también se ha encontrado CREB dentro de la matriz
mitocondrial, donde se une al bucle D del ADN mitocondrial e induce la expresion de los genes

mitocondriales.®



El complejo I (NADH deshidrogenasa) cataliza la oxidacion del dinucle6tido de nicotinamida
(NADH) a NAD+, y transfiere los electrones a la coQ10 (ubiquinona). La deficiencia genética
del complejo | es la méas prevalente de las enfermedades mitocondriales neurolégicas primarias.
El complejo Il (succinato deshidrogenasa) tiene un cofactor de flavina (FAD) unido

covalentemente y acopla la oxidacion del succinato a la reduccién de la coQ10.5°

La coQ10 es la encargada de trasladar electrones de los complejos 1y Il al complejo 111, que pasa
los electrones al citocromo C, una proteina maévil que transfiere electrones al CIV (citocromo C
oxidasa) para la reduccion final de O.a H,0.®

El flujo de electrones a través del ETC determina el consumo de oxigeno y el potencial de la
membrana interna mitocondrial generado por el bombeo de protones desde la matriz
mitocondrial hacia el espacio intermembrana mediante los complejos Cl, Clll y CIV, credndose
un potencial de difusién de protones que impulsa la actividad del CV. Este complejo permite la

conversion de energia de potencial electroquimico en energia quimica en forma de ATP.2°

B OXPHOS | vy e H R
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e
/

e
FADH, FAD

/
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Figura 2. Sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHQOS).Adenosin difosfato (ADP); adenosin trifosfato (ATP);
citocromo C (Cyt C); complejos respiratorios (Cl — CIV); CV (ATP sintetasa); cadena de transporte de electrones (ETC),
e- (electrones); dinucleotido de flavina y adenina reducido (FADH2/FAD); agua (H.0); H+ (protones), membrana
mitocondrial interna (IM); espacio intermembrana (IMS); matriz mitocondrial (M); dinucle6tido de nicotinamida y
adenina reducido y oxidado (NADH/NAD+); membrana mitocondrial externa (OM); oxigeno (Oy); fosfato (Pi);
coenzima Q (Q). Los colores marrén y rosa se utilizan para las subunidades codificadas por el ADNn y el ADNmt,
respectivamente. Las lineas amarillas indican el flujo de electrones. Las flechas negras representan el bombeo de
protones.?

El ATP generado gracias a OXPHOS es esencial para todos los procesos biolGgicos,
especialmente en el SNC para la excitabilidad y supervivencia de las neuronas, y para la
fosforilacion de proteinas que median la sefializacion sinaptica y los cambios a largo plazo
relacionados en la estructura y funcion neuronal (ensamblaje de microfilamentos de actina,
desarrollo/formacion de complejos presinépticos, generacion del potencial de membrana y

endocitosis).?®



Por lo tanto, el sistema OXPHOS es fundamental para el desarrollo del cerebro y el proceso
neurogénico durante el desarrollo prenatal, ya que mutaciones patoldgicas en los genes

relacionados con él afectan a la diferenciacion neuronal.®

1.3 Fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y sindrome de Down

La disfuncién prenatal temprana del sistema OXPHQOS, una reduccion en la produccion de
energia mitocondrial y una menor funcion mitocondrial en diversos tejidos o tipos celulares a
cualquier edad, son mecanismos patoldgicos clave en la DI. Algunas funciones mitocondriales
como la capacidad respiratoria, la generacién de potencial de membranay la sintesis de ATP estan
disminuidas en las células de pacientes con SD como consecuencia de un déficit en la maquinaria
OXPHOS. Sin embargo, hay un aumento de la concentracién de calcio intramitocondrial y de

la produccién de ROS que conduce a estrés oxidativo.?3®

El complejo | es el sitio de entrada de electrones de los nutrientes en la ETC, regula la
produccion de ATP mitocondrial y es el principal sitio de produccion de ROS. Dado que la
actividad del complejo I, asi como la actividad de las otras proteinas involucradas en OXPHOS,
estan controladas por la fosforregulacién dependiente de AMPCc/PKA, se deduce que la via de
sefializacibn AMPCc/PKA regula la capacidad funcional de OXPHOS vy el equilibrio de
radicales libres de oxigeno en las mitocondrias. En consecuencia, una alteracion primaria de
esta via podria dar lugar a un déficit en la produccion de energia mitocondrial. Los defectos del
metabolismo energético de la mitocondria se relacionan con la demencia. En particular, un
déficit de la actividad del complejo | se produce en el SD, el sindrome de Rett, el sindrome X
fragil y el autismo, asi como en varios trastornos neuroldgicos humanos, incluidas las

enfermedades mitocondriales primarias, las enfermedades de Parkinson y de Alzheimer.®

Se han creado varios modelos de ratones que portan una trisomia de un solo gen (modelos
monogénicos) o de regiones cromosdmicas (modelos de trisomia parcial) y ofrecen sistemas
fiables para estudiar el fenotipo del SD y desarrollar terapias eficaces, siempre que se tengan en

cuenta unas consideraciones:

- Un buen modelo debe portar genes que sean exclusivamente ortélogos al Hsa21 humano.

- El fenotipo del modelo de raton elegido debe imitar el fenotipo humano tanto como sea posible.
- Al igual que en la condicion humana, la madre no debe portar el segmento trisomico para
evitar cualquier factor de confusién de la trisomia materna en el entorno fetal en el Gtero.

- El mejor modelo debe tener un buen rendimiento reproductivo, baja mortalidad perinatal y
costos de produccion razonables.

De los modelos de ratén con SD disponibles, los mas utilizados son las cepas de trisomia parcial:
MMU16 TslYeY, Ts65Dn, Ts1Cjey Ts1Rhr.’



Tanto los ratones Ts65Dn como los Ts1Cje muestran un retraso del crecimiento en la pared
neocortical debido a la detencidn del ciclo celular, lo que da como resultado una diferenciacién
neuronal comprometida durante la embriogénesis. Desde el punto de vista del
comportamiento, los ratones modelo con SD muestran caracteristicas relevantes para el SD

humano, incluidos los déficits en el aprendizaje y la memoria.*

El estudio en células humanas obtenidas de pacientes con SD muestra una reduccion de los
niveles de ARNm de varias subunidades de los complejos del sistema OXPHOS en el cerebro
y en fibroblastos. En cultivos primarios de fibroblastos fetales humanos TS21, se observo una

alteracion en la morfologia mitocondrial con crestas mas cortas, concéntricas o dafiadas.?®

La regulacién negativa de genes para todos los complejos OXPHOS también se encontré en el
corazdn, fibroblastos y amniocitos de fetos con SD de 8 a 22 semanas, lo que se traduce en una
reduccidon en la produccion de energia y en la funcién mitocondrial. Esta disminucién en los
niveles de ARNm estuvo acompafiada por una menor transcripcion de genes codificados en el
ADNmMt y por una menor cantidad de ADNmt en el cerebro y cerebelo de fetos con SD de 14 a
19 semanas. Ademas, se comprob6 una disminucion de coenzima Q en linfocitos, plaquetas y
plasma de individuos con SD, lo que implica que la sintesis de novo de nucleétidos de

pirimidina estaba alterada.?

El denominador comin de la mayoria de las alteraciones en los mecanismos mitocondriales es
PGC-1a. 0 PPARGCI1A, un modulador clave de la biogénesis mitocondrial que esta
significativamente regulado a la baja en las muestras de fibroblastos fetales con SD. La funcién
respiratoria estd mediada por la interaccion con socios transcripcionales, como NRF1, ERRA,
PPARy YY1 que modulan la expresion de la mayoria de los genes mitocondriales codificados
en el ntcleo (NEMG).3

La baja tasa de consumo de oxigeno basal y la tasa de acidificacion extracelular en células de
individuos con SD, indica tanto una respiracion mitocondrial alterada (funcién bioenergética

aerébica) como una glucolisis suprimida (funcién bioenergética anaerébica).

Segln la “hipotesis de Kamoun”, otro mecanismo implicado en la patogenia de los déficits
neurolégicos y metabdlicos del SD es la sobreproducciéon de sulfuro de hidrégeno (H»S)
generada por la cistationina — p — sintetasa (CBS), una enzima localizada en el cromosoma 21,
la cistationina — y — liasa (CSE) y la 3 — mercaptopiruvato sulfurtranferasa (3MST). El H,S
suele tener efectos en forma de campana: en concentraciones mas bajas, estimula la
bioenergética celular, mientras que, en concentraciones toxicologicas, suprime la funcion

mitocondrial a través de la inhibicion del CIV.18



Se ha demostrado que los fibroblastos en pacientes Dowo swiroriie
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Figura 3. La proteina 3-MST esta regulada al alza en el sindrome de Down y contribuye a la disfuncion
celular. El exceso de 3-MST se transporta a la mitocondria. La subsiguiente sobreproduccién de H,S suprime el
transporte de electrones mitocondriales y provoca un déficit bioenergético celular, que se evidencia, entre otras
respuestas, por una supresion de la tasa de proliferacion celular.!

1.4 Genes responsables del Sindrome de Down relacionados con la funcion OXPHOS

La sobreexpresién de genes que codifican enzimas especificas de Hsa21 afecta a multiples vias

metabdlicas, siendo responsable de la patogenia del SD.2?

La familia PPAR de genes de receptores nucleares consta de tres isoformas: PPAR-a, PPAR-
B/d, y PPAR-y expresados en diferentes tejidos, que inducen la expresion génica a través de la
interaccion especifica con factores de transcripcion. PPAR-a coopera con PGC-1a en el control
transcripcional de genes nucleares que codifican enzimas de oxidacion de &cidos grasos
mitocondriales. Ademas de sus efectos sobre el metabolismo de los lipidos, PPAR-y y PPAR-6
promueven la biogénesis mitocondrial de una manera especifica. La reduccion de la actividad
de PGC-1a, observada en muestras de SD, afectaria a la eficiencia transcripcional de los genes

controlados por PPAR.3?

La biogénesis mitocondrial se define como el proceso por el que las células incrementan el
namero de mitocondrias mediante el crecimiento y division de las mitocondrias preexistentes.
Es necesario que las mitocondrias, ademas de crecer, se dividan durante el desarrollo neural. Los
genes localizados en el cromosoma 21 que tienen un efecto negativo sobre la biogénesis
mitocondrial y se encuentran sobreexpresados en SD son: BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL,
PKNOX1y RCAN1.?

BACH1

El gen del dominio BTB y del homdélogo CNC 1 (BACH1) esta localizado en el cromosoma 21

en la banda cromosémica 21¢21.3.2

BACHL. es un factor de transcripcion de union al grupo hemo que se une a la region promotora

de genes que codifican componentes de la ETC y regula negativamente su transcripcion,
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reduciendo asi la respiracion mitocondrial. También es un represor de genes inducidos por el
factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NRF2 o NFE2L2), que desplaza a
BACHL1 y regula de forma positiva muchos genes. Por tanto, regula negativamente la biogénesis

mitocondrial.?
DYRK1A

El gen DYRK1A es el gen de la quinasa 1 regulada por la fosforilacion de tirosina de doble
especificidad que se encuentra localizado en el cromosoma 21 en la posicion 21922.13.2

DYRKZI1A se ha propuesto como responsable de varios rasgos fenotipicos del SD ya que esta
involucrada en multiples vias celulares que incluyen la diferenciacion neuronal y el
metabolismo celular. Actla catalizando su autofosforilacién en residuos de serina/treonina y

tirosina.?

La sobreexpresion de DYRK1A reduce la actividad del factor nuclear de las células T activadas
(NFAT), el cual acttia de forma positiva sobre el promotor del gen coactivador del PGC-1a o

PPARGCI1A, por lo que niveles elevados podrian limitar la biogénesis mitocondrial .2

NRIP1

El gen NRIP1, de la proteina que interactta con el receptor nuclear 1 se localiza en el cromosoma
21 en la posicion 21q11.2-g21.1. Codifica una proteina localizada en el nucleo que interactia
especificamente con el dominio de activacion dependiente de hormonas AF2 de los receptores

nucleares.?

La sobreexpresion de NRIP1 en fibroblastos fetales con SD inhibe PPARGCI1A vy reduce los
niveles de ARNm de muchos genes relacionados con OXPHOS afectando negativamente, por

tanto, a la biogénesis mitocondrial en diferentes células y tejidos.>%°
PEKL

El gen de la fosfofructoquinasa de tipo hepatico (PFKL), se encuentra localizado en el

cromosoma 21 en la posicion 21¢22.3.2

PFKL cataliza la conversion de D-fructosa 6-fosfato en D-fructosa 1,6-bisfosfato. Este gen
desempefia un papel fundamental en la regulacién del equilibrio metabélico entre la glucélisis y
la funcion OXPHOS.?

La sobreexpresion de PFKL regula negativamente la neurogénesis de las células madre neurales,
ya que inhibe la expresion de factores transcripcionales pro-neuronales impidiendo su

diferenciacion neuronal.?
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PKNOX1

El gen PKNOX1 esté localizado en el cromosoma 21 en la posicién 21g22.3. Codifica el factor
de transcripcién de homeodominio Prepl que pertenece a la familia de las proteinas TALE

(extension del bucle de tres animoéacidos).?

La sobreexpresion de este gen se relaciona con un efecto negativo sobre la biogénesis
mitocondrial y el sistema OXPHOS dado que su supresion especifica en el musculo conduce a
una mayor expresion de las subunidades ETC, una mayor actividad enzimatica y una alta
expresion de PPARGC1A .23

RCAN1

El gen RCANL1 también conocido como calcipresina, es el regulador de la calcineurina 1y esta
localizado en el cromosoma 21 en la region 21g22.12. La proteina codificada por este gen
interactla con la calcineurina A e inhibe la via de transduccion de sefiales dependiente de

calcineurina, que puede afectar al desarrollo del sistema nervioso central.?®

La sobreexpresién de RCAN1 se ha encontrado en el cerebro de pacientes con SD y con
enfermedad de Alzheimer. Reduce, al igual que DYRKI1A, la actividad de NFAT. Por tanto, se
ha relacionado la sobreexpresion de RCANL con el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial

y la sobrecarga de calcio.®
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Figura 4. Genes del cromosoma 21 que reprimen la biogénesis mitocondrial. Ubicacion en el
cromosoma 21 de genes que afectan la funcion de fosforilacion oxidativa. Algunos de ellos,
indirectamente, a través de un efecto negativo sobre la biogénesis mitocondrial (color rojo).?
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Como se ha ido sefialando, estos genes localizados en el cromosoma 21 regulan negativamente
la expresién del factor PPARGCLA directa o indirectamente, reduciendo su actividad y
provocando una disminucién de la biogénesis mitocondrial que conlleva una alteracién del
sistema OXPHOS. De todos ellos, este trabajo se centrara en: BACH1 y DYRK1A y sus posibles

inhibidores.

1.5 Posibles terapias dirigidas a mejorar la fosforilacion oxidativa en el sindrome de Down

Por un lado, se ha propuesto como posible terapia en pacientes con SD la activacién de PGC-1a.
con farmacos como resveratrol, pioglitazona, metformina, acido B-guanadino propidnico
(BGPA) o 24-dinitrofenol (DNP); por otro lado, se plantea la inhibicidbn de genes
sobreexpresados que afectan negativamente a la biogénesis mitocondrial. Los objetivos
farmacoldgicos incluyen la via de la colina, los receptores GABA y NMDA, el estrés oxidativo

y las vias involucradas en el desarrollo y la neurogénesis.?*’

También deben considerarse para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas ligadas a la DI,
los compuestos capaces de actuar sobre la activacion de la produccién de AMPc por la adenilil
ciclasa (moléculas adrenorreceptoras) y/o sobre la inhibicién de su degradacion por la

fosfodiesterasa (rolipram.).’

Hasta la fecha, se han probado nueve moléculas en ensayos clinicos con adultos humanos,
incluyendo: los inhibidores de la acetilcolinesterasa donepezil y rivastigmina, el potenciador de
laruta de la colina, piracetam, un antagonista del receptor de glutamato (NMDAR), memantina,
hormona de crecimiento humano, acido folinico, vitamina E, epigalocatequina-3-galato

(EGCG) y un acido gamma butirico antagonista del receptor conocido como RG1662.1°

Los habitos de vida y las medidas nutricionales pueden contribuir a mantener una cascada de
AMPc "activa’, como el control de la ingesta caldrica y la calidad de las grasas de la dieta,
con preferencia por los aceites vegetales, especialmente el aceite de oliva por su contenido en
acido oleico monoinsaturado y polifenoles. Esto promueve la renovacion de los complejos de

OXPHOS, en particular el Cl, y evita un aumento de ROS.®

La dieta cetogénica se ha propuesto como una posible opcion terapéutica para las personas con
SD por sus efectos sobre el desarrollo cerebral durante los periodos prenatal y posnatal
temprano, aumentando los niveles de ARNm de los genes implicados en la biogénesis
mitocondrial y de PPARGC1A.2

La colina, junto con el trifosfato de citidina, son necesarios para la sintesis de fosfolipidos y el
desarrollo del cerebro. Su administracion prenatal ha demostrado tener efectos beneficiosos
sobre la neurogénesis, el desempefio conductual, la memoria espacial y la atencion visual en

adultos.?”
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El tratamiento con melatonina mejordé el aprendizaje y la memoria, redujo la peroxidacion
de lipidos y normalizé el equilibrio excitatorio/inhibitorio mediante el aumento de densidad y

actividad de las neuronas glutamatérgicas.’

Teniendo en cuenta las mdltiples vias potenciales para el tratamiento del SD, y dado que la
disfuncion de OXPHOS es especialmente critica en el periodo prenatal, este trabajo se centra en
las estrategias prenatales destinadas a inhibir la sobreexpresion de varios genes codificados en
el cromosoma 21 revirtiendo asi su efecto en la biogénesis mitocondrial.
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2.- OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

2.1 Objetivos

El objetivo de este trabajo es revisar la bibliografia actual disponible acerca de las diferentes
posibilidades de tratamiento del sindrome de Down, centrandose en las terapias prenatales
dirigidas a corregir los defectos de la fosforilacion oxidativa responsables de la patogenia de la

enfermedad.

2.2 Justificacion

El sindrome de Down afecta a mas de 5 millones de personas en todo el mundo. Durante los
altimos 10 afios se ha producido un aumento importante en los esfuerzos de investigacion
enfocados en intervenciones terapéuticas para mejorar el aprendizaje y la memoria de los

pacientes con SD.

Algunos resultados obtenidos con la terapia prenatal en modelos animales animan a dedicar mas
tiempo, esfuerzo y recursos en este campo. Debemos disponer de pruebas experimentales
convincentes basadas en estudios con células y animales que garanticen la seguridad y la
eficacia de la terapia antes de plantear ensayos clinicos en embarazadas. Por este motivo se ha

decidido llevar a cabo esta revision bibliografica.

Entre todas las posibles terapias dirigidas a mejorar la fosforilacion oxidativa en el SD, las que
han conseguido resultados mas prometedores son las actuaciones sobre de los factores de
transcripcién codificados en el cromosoma 21. Es por ello, que este Trabajo Fin de Grado centra
la parte de resultados en esta via de accion con el fin de poder realizar futuras pruebas

experimentales.

3.- MATERIAL Y METODOS

- Disefio: se ha realizado una revision bibliogréafica de la literatura cientifica disponible sobre la
fosforilacién oxidativa en el SD, el papel de los genes sobreexpresados en el cromosoma 21y las

posibles estrategias terapéuticas con diferentes vias de actuacion.

- Estrategia de busqueda y extraccion de datos: la informaciéon se ha obtenido creando
ecuaciones de busqueda en la base de datos online de PubMed. Primero se establecieron los
descriptores de bulsqueda en la pagina de descriptores de ciencias de la salud DeCS,

posteriormente se introdujeron en el buscador MeSH de PubMed con distintas combinaciones:

= (Oxidative Phosphorylation[MeSH Terms]) AND (down syndrome[MeSH Terms])
- 10 articulos, de los cuales en base al resumen se seleccionaron 7.
= ("Fetal Therapies”[Mesh]) AND ""Down Syndrome"[Mesh]-> 18 articulos, de los

fueron incluidos 3.
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= "Down Syndrome"[Mesh]) AND "BACH1 protein, human™ [Supplementary
Concept] - 7 articulos, de los cuales en base al resumen se seleccionaron 2.

= (""Hemin"[Mesh]) AND "BACHL1 protein, human" [Supplementary Concept]> 7
articulos, de los cuales en base al resumen se seleccionaron 3.

= ((""NF-E2-Related Factor 2"'[Mesh]) AND ""Down Syndrome''[Mesh]) - 3 articulos
gue por su relevancia fueron incluidos en su totalidad.

= (""Hemin"[Mesh]) AND "NFE2L2 protein, human' [Supplementary Concept] > 17
articulos, de los cuales en base al resumen sélo se selecciond 1 articulo que guardaba
relacién con el tema del trabajo.

= (""Dyrk kinase' [Supplementary Concept]) AND ""Down Syndrome"'[Mesh] = 164
articulos, tras aplicar el filtro de los Gltimos 10 afios, se redujeron a 81 articulos, de los
cuales en base al resumen se seleccionaron 20 articulos, y tras su lectura completa 18.

= ("Dyrk kinase™ [Supplementary Concept]) AND *“epigallocatechin gallate™
[Supplementary Concept] = 15 articulos, de los cuales en base al resumen se

seleccionaron 5.

A partir de articulos encontrados en un primer momento con la busqueda, también se han incluido
articulos similares ofrecidos por PubMed y se ha llegado a otros articulos a través de las

referencias bibliograficas de los primeros.

- Criterios de inclusién y exclusidn: se priorizaron los ensayos centrados en prototipos con SD,
sin embargo, por la escasez de estos, se revisaron también aquellos realizados sobre estirpes
celulares cancerosas que presentaban la misma sobreexpresion génica. No se ha aplicado ningun
filtro en las estrategias de busquedas referentes a BACHL, sin embargo, en una de las ecuaciones
de DYRK1A, dado el volumen de articulos encontrados, la revision se limité a los de los ultimos

10 afios.

- Andlisis de datos: la informacién obtenida se ha estructurado para proporcionar una perspectiva
diferente del sindrome de Down como disfuncion mitocondrial. Se abordan las principales
lineas de investigacion de la terapia prenatal y sus proyecciones futuras para revertir y/o
prevenir el deterioro cognitivo en el SD. Se ha tenido en cuenta que los ensayos revisados

incluyeran un grupo control como criterio de validez externa.
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4.- RESULTADOS
4.1 BACH 1
4.1.1 Relacién con los genes mitocondriales de la ETC

Se han identificado 6 genes mitocondriales (ATP5D, COX15, UQCRC1, ATP5J, SLC25A22 y
TIMM8B) como sitios de unién potenciales a BACH1 mediante ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) en dos lineas celulares humanas de cdncer de mama
triple negativo (BM1y MB436) que sobreexpresan BACH1 igual que las células de los individuos
con SD. Utilizando células deficientes en BACH1 (MB468) como controles, se ha observado la
unién de BACHL1 a las regiones promotoras de los genes ETC, demostrandose la funcién de

BACH1 como supresor de la transcripcion de los genes de la ETC.1!

4.1.2 Relacién con el ciclo de Krebs o ciclo del acido tricarboxilio (TCA)

BACHL1 suprime la actividad de la

piruvato deshidrogenasa (PDH), R s W w B
g i

una enzima clave que convierte e ke Ao i
. - . 1 v
piruvato en acetil-CoA para el ciclo : o LUSSRILL L.

PDK— PDH e o o H Mitochondria

Aci tri A - NADH FADHy /\ o LLLL] T

del acido citrico (TCA), através de la s 2 \ T =
activacion  transcripcional de la  wiechonsns

~ NADH

piruvato deshidrogenasa quinasa

(PDK), que fosforila la PDH en
ChIP Figura 6. Esquema de la regulacién de BACH1 sobre PDK y PDH.*?

FADH:

Ser293. Los ensayos de
mostraron que BACH1 se une a los promotores de los genes PDK en BM1 y MB436 (células
con sobreexpresion de BACH1) pero no en las células MB468 (deficientes en BACH1).1! 12

BACH1 suprime la incorporacion de glucosa en el ciclo TCA, ya que los analisis metabolémicos
muestran niveles mas altos de intermediarios de la glucolisis y mas bajos de intermediarios

del ciclo del TCA en células de cancer de mama triple negativo enriquecidas con BACH1.

4.1.3 Respuesta antioxidante

El sistema nervioso central (SNC) contiene altos niveles de acidos grasos que, mediante las
reacciones de peroxidacion lipidica, generan una cantidad creciente de radicales libres y
productos altamente reactivos como 4-hidroxinonenal (HNE). Ademas, el anion superéxido
(07, el perdxido de hidrégeno (H20>), y radical hidroxilo (HO®), se producen continuamente
como subproductos de la respiracion aerdbica y otros procesos catabélicos/anabélicos. Las ROS
también pueden actuar como moléculas de sefializacion en las células neuronales, por ejemplo,
en la diferenciacién mediada por acido retinoico. Como resultado, las células neuronales son

altamente susceptibles al desequilibrio redox y a acumular dafio oxidativo.*34
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Las células poseen varios mecanismos para contrarrestar la sobreproduccion ROS y especies
reactivas de nitrégeno (RNS), incluidas enzimas como superdxido dismutasa, catalasa y
glutatién peroxidasa. Ademas, un sensor importante involucrado en la respuesta antioxidante es
el complejo de sefializacion KEAP1-NRF2-ARE. (Proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch —

Factor 2 relacionado con el factor Nuclear Eritroide 2-Elementos de Respuesta Antioxidante).1#16

El estrés oxidativo (EO) es el resultado del desequilibrio entre la produccion de ROSy RNS, y
la induccién de defensas antioxidantes. En condiciones de estrés, el factor de transcripcion
NRF2 puede disociarse de su regulador negativo KEAP1 en el citosol y trasladarse al ntcleo,
donde se une a las regiones ARE en el genoma para promover la activacion transcripcional de
la NADPH quinona
oxidorreductasa (NQOL1) y multiples componentes de la ruta del glutation. El factor de

enzimas antioxidantes, como la hemooxigenasa 1 (HO-1),
transcripcion NRF2, estd regulado negativamente por BACH1, que compite con el complejo

KEAP1-NRF2-ARE.1-16

La unién de BACH1 al ADN depende estrictamente de su dimerizacién con proteinas Maf
mediante el dominio de cremallera de leucina (bZip). Recientemente se ha destacado el papel
de MafG en favorecer la union de BACH1 al ADN, mientras que otras pequefias proteinas como

MafK la reprimen.!2 1417

La exportacion de BACHL desde el nucleo también es el resultado de su fosforilacién en
tirosina, activada por la respuesta antioxidante y por cadmio, que induce una sefial de
localizacion citoplasmatica en el extremo carboxilo terminal de BACHL. Después de su
liberacion en el citoplasma, BACH1 forma estructuras similares a fibras sobre los microtubulos,

en presencia de la proteina de unién al acido hialurénico intracelular.®**’

Como se ha comprobado tanto en un modelo de
Healthy Cells

raton con SD (Ts2Cje), como en lineas celulares OXIDATIVE STRESS

linfoblastoides de SD humano, la sobreexpresion
de BACHL1 altera la relacion BACH1/NRF2 en el
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También se ha revelado que la administracion i ) o
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Figura 8. Esquema de la mejora de
antioxidante en células de pacientes con
administracion de CAPE y VP961.1

de
neuroblastoma humana SH-SY5Y. Ambas

como protectoras en la linea celular
sustancias conducen a una acumulacion de NRF2 dentro del nuacleo, con una reduccion
significativa de la relacion BACH1/NRF2. Todo ello conduce a unos niveles de HO-1

significativamente elevados.®

La alteracion del cociente BACH1/NRF2 se ha estudiado igualmente en células SH-SY5Y
diferenciadas e indiferenciadas expuestas a HO, NRF2 se expresa en el citosol y se desplaza
hacia el nacleo después de la exposicion al perdxido de hidrogeno en ambos tipos celulares. En
células indiferenciadas, aumentd la unién de NRF2 a ARE en respuesta al EO, mientras que
en células diferenciadas no disminuy6 la unién de BACHL1 a ARE vy, por tanto, no aumenté la
unién de NRF2.14

La catalasa dirigida a la mitocondria (mCAT) es una enzima que contiene particulas
catidnicas lipofilicas que le permiten atravesar el gradiente negativo de las mitocondrias y poder
realizar su accion antioxidante convirtiendo H20, en O.y H-O en su interior. Para comprender
aun mejor el papel de NRF2 se ha evaluado el efecto de la mCAT en fibroblastos humanos con
SD y fibroblastos embrionarios de ratén Dpl16. La expresién de mCAT revirtio la disfuncion
mitocondrial y redujo los niveles de ROS, lo que condujo a la inactivacion de la estabilizacién
y translocacion de NRF2. También mejord el fenotipo senescente de las células con SD,

incluido el incremento de tamafio y la proliferacion celular disminuida.>®

Estudios adicionales con mCAT en modelos de ratén han demostrado eficacia en el aumento de
la longevidad en un 20% en ratones que expresan la proteina p- amiloide, y en general, una

mejora de la memoria de trabajo y de la memoria a corto plazo.'®

4.1.4 Uso de hemina

El hemo se une a dos factores de transcripcion en mamiferos, BACH1 y NPAS2, y funciona
como inductor y sustrato del sistema citoprotector HO-1. Existen dos isoformas de

hemooxigenasa, HO-2 se expresa de forma constitutiva en las células neuronales, pero se ha
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demostrado que esta especialmente regulada en respuesta a los glucocorticoides 0 medicamentos

como atorvastatina.4171°

HO-1 es la forma inducible del sistema HO, que lleva a cabo la degradacién de la molécula
hemo y genera hierro libre (Fe2+), monoxido de carbono y biliverdina, compuestos con
actividad antioxidante, antiapoptética y antiinflamatoria. El hierro se une a la ferritina y la
biliverdina se convierte en bilirrubina por la actividad de la biliverdina reductasa. HO-1 est&
regulado al alza en respuesta a ROS e isquemia. 41719

La expresion de HO-1 esta regulada negativamente por BACH1 cuando los niveles de hemo
son bajos, sin embargo, con niveles altos de hemo, BACHL se libera del ADN y es exportado
del nadcleo para su degradacion dependiente de ubiquitina, lo que libera la supresion de la
transcripcién del gen HO-1. Estudios realizados en ratones nulos para BACH1 mostraron
niveles de expresién de ARNm de HO-1 significativamente mas altos con respecto a los animales

de control en todas las regiones del cerebro estudiadas.'3
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Figura 9. Relaciéon de BACH1 con los niveles de hemo intracelular.
El analisis de PCR con transcriptasa inversa en células SH-SY5Y ha demostrado que el
ARNmM de HO-1 se expresa de manera diferente en células indiferenciadas y diferenciadas
(con écido trans-retinoico), tratadas con 500 pM H>O; o 50 puM de terbutilhiroquinona
(TBHQ). El nivel de HO-1 es menor en las células diferenciadas, resultado que se confirmé

mediante el analisis de Western Blot.™

La biliverdina reductasa-A (BVR-A) se coexpresa con HO-1 para promover la degradacion
del hemo prooxidante en la molécula antioxidante bilirrubina. Ademés, BVR-A posee funciones
pleiotropicas a través de las cuales esta enzima regula la sefializacion intracelular. Entre estas
funciones, esta la de proteina de unién y transporte de hemo, y su papel en la modulacion de la
expresion de genes regulados por hemo. Se ha propuesto que el transporte de hemo al nucleo
por BVR-A permitiria su entrega al represor transcripcional BACH1, que, al unirse, se disocia
del ADN y es reemplazado por el factor de transcripcion NRF2. BVR-A también es una quinasa

que interacttia con miembros de la familia MAPK, en particular con las quinasas reguladas por
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sefales extracelulares (ERK1/2), que una vez se trasladan al ndcleo regulan la expresion de los

genes que responden al EQ.13141°

Estudios recientes mostraron que, tanto en la EA como en el deterioro cognitivo leve, HO-1y
BVR-A sufren modificaciones postraduccionales oxidativas que reducen su actividad
antioxidante y neuroprotectora. El aumento adicional de EO con el tiempo en el SD podria ser
responsable de la nitracion y el posterior deterioro de la actividad de BVR-A, lo que afecta
negativamente tanto la produccion de bilirrubina como la respuesta de estrés celular mediada
por BVR-A.1°

Se puede inducir la degradacién de BACH1 usando hemina, el ingrediente activo del
medicamento Panhematin, aprobado por la FDA para el tratamiento de la porfiria aguda. La
hemina es la protoporfirina férrica 1X que se reduce a ferroprotoporfirina IX (hemo) dentro
de las células. Las dosis probadas sobre ratones con las células BM1y MB436 (50mg/kg/dia por
via intraperitoneal) no son citotdxicas ni inhiben el crecimiento, pero si son eficaces para

reducir los niveles de BACH1.111217

Para probar la especificidad de la hemina por BACHL1 se gener6é un mutante de BACH1 de raton
resistente a hemo, con mutaciones puntuales de cisteina a alanina en cuatro sitios que se
requieren para la union de hemo vy la liberacién de BACH1 del ADN, para su exportacion
nuclear y posterior degradacién. En consonancia con lo esperado, estas células fueron

resistentes al tratamiento con hemina.*

El tratamiento de células de rifion embrionarias humanas HEK-293T con 10 pM de hemina
o con 10 pM de cloruro de cadmio, también resulto en la exclusion nuclear de BACH1 y la
consecuente induccion de HO-1. Se observé que la intensidad de la sefial de MafK se mantuvo
elevada en el nucleo, indicando que la localizacion subcelular de BACHL1 esta regulada por un
aumento de los niveles de hemo y en respuesta al cadmio. Dado que el cadmio activa las vias
p38 y ERK1/2 para la actividad de NRF2, BACH1 también esta regulado por la sefializacién de
estas vias. Sin embargo, BACH1 permanecié en el nucleo en presencia de cadmio cuando las
celulas se trataron con un inhibidor de MEK1/2. Por lo tanto, se ha sugerido que el cadmio
puede inactivar BACH1 a través de otro mecanismo ademas de la exportacion nuclear del factor

de transcripcion. 121720

Para comprobar si los niveles endégenos de hemo influyen en la localizacion subcelular de
BACHY1, se examino el efecto de la succinilacetona (SA), un inhibidor de la sintesis de hemo.
Cuando se trataron las células HEK-293T con SA, BACH1 se acumulé dentro de los nicleos, y
tras inyectar hemina en estas células tratadas con SA, se observd una relocalizacion
citoplasmética de BACH1.}"%

21



Se ha demostrado que las secuencias del dipéptido cisteina — prolina (CP) en BACH1 son
esenciales para la exclusidn nuclear inducida por hemo comparando el efecto sobre la union de
la hemina de diferentes mutaciones sobre BACHL. Las mutaciones CP3AP y CP34AP abolieron
la interaccion entre BACH1 y hemo, estableciendo el papel critico de estas secuencias en el

proceso de interaccion con hemo.’

Se realiz6 otro estudio con hemina (2,5 M) en células de fibroblastos embrionarios murinos
3T3 en el que se indujo, no solo la exportacion nuclear, sino también la poliubiquitinacion y
la degradacion de BACH1. También se descubri6 que BACH2 esta poliubiquitinado en

respuesta al tratamiento con hemina.?

4.1.5 Requlaciéon de BACH1 mediante micro — ARN

El micro ARN es un fragmento pequefio de ARN que consta de unos 22 nucle6tidos. EI micro —
ARN - 98 — 5p esté relacionado con la supervivencia celular, la apoptosis y el estrés oxidativo,
incluso reduce el dafio neuronal disminuyendo los niveles de ROS. La sobreexpresion de este
micro — ARN suprime la expresion de BACH1, aumenta la translocacion nuclear de NRF2 y

promueve la actividad de los ARE. 1?13

El micro — ARN - 532 — 5p regula negativamente BACH1 controlando la funcion de los

pericitos musculares, la permeabilidad endotelial, la estabilidad vascular y la angiogénesis.*?

4.1.6 Relacién con HOIL — 1

Para investigar si HOIL — 1 es una ligasa E3 de BACHL1, se llevé a cabo un ensayo de
ubiquitinacion in vitro utilizando proteinas purificadas. HOIL-1 estimul6 la poliubiquitinacion

de BACHJ1 solo en presencia de las enzimas E1y E2.%

Las mutaciones en todos los motivos CP redujeron significativamente la poliubiquitinacion
mediada por HOIL-1, lo que sugiere una participacién de algunos de los motivos CP en el
proceso. Se determind que una region central de aminoacidos (426 — 503), que contiene los
motivos CP3, CP4 y CP5, esta involucrada en la unién de HOIL-1.1%20

Cuando el hemo esta presente en cantidades excesivas, inactiva a BACHL, en parte a través de
la poliubiquitinacién y degradacion mediada por HOIL-1, lo que da como resultado la

induccion de HO-1.1920

4.1.7 Via de respuesta a las proteinas desplegadas (UPR) y PERK

La investigacién adicional de los mecanismos moleculares que impulsan la acumulacion de
proteinas oxidadas/desplegadas/mal plegadas y agregados proteicos téxicos, identificé una
regulacion aberrante de la via de respuesta a las proteinas desplegadas (UPR) en el SD. La

UPR comprende tres vias de sefializacion situadas en las proteinas de la membrana del reticulo
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endoplasmético: factor de transcripcion activador 6 (ATF6), proteina quinasa del reticulo

endoplasmatico similar al ARN (PERK) y quinasa que requiere inositol (IRE1).2:2

PERK es una proteina transmembrana que se mantiene inactiva por la accion de la
inmunoglobulina de unién a chaperona (BiP). Cuando detecta EO, se disocia de BiP, lo que
permite su dimerizacion y posterior autofosforilacion. PERK activado, fosforila la subunidad
a del factor de iniciacion eucaridtico 2 (EIF2a), bloqueando el inicio de la traduccion de
proteinas implicadas en la regulacion redox, la sintesis de aminoécidos y la homeostasis de
proteinas mitocondriales; y promoviendo la transcripcion de genes antioxidantes.?

Al investigar las cortezas frontales de SD humano, encontramos una activacion de PERK
temprana y sostenida. La atenuacion crénica de la traduccién es perjudicial para las neuronas

También observamos que la respuesta de NRF2 est4 desacoplada de la PERK, y sus efectos

antioxidantes estan reprimidos en un mecanismo que implicaa BACH1.2-2

La inhibicion de PERK con
GSK414 en ratones SD Ts2Cje
confiere neuroproteccién, ya
que reduce la fosforilaciéon de
PERK rescatando su actividad.
Sin embargo, este inhibidor no
tiene efecto sobre la
fosforilacion de la proteina tau

y la sobreexpresion de APP. 2
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Figura 10. a) La activacion crénica de PERK conduce a un aumento de EIF2a, que ejerce su actividad inhibidora sobre
la traduccidn de proteinas. Paralelamente, PERK puede inducir la translocacion de NRF2. Sin embargo, las muestras
de SD demuestran la reduccion de la respuesta antioxidante relacionada con NRF2, debido a la sobreexpresion de
BACHY1 y al desacoplamiento con la actividad de PERK. b) La inhibicion farmacoldgica de PERK, por el compuesto
GSK414, conduce a una mayor tasa de traduccion de proteinas y a la induccion de la respuesta antioxidante.?

4.2 DYRK1A

4.2.1 Relacion con la proteina tau v - amiloide

La sobreexpresion de DYRK1A contribuye a la p-amiloidosis, ya que hiperfosforila APP,
aumentando su escision por las B- y y-secretasas formando los péptidos Ap40 y AB42,
componentes de las placas amiloides responsables de la neurodegeneracion. DYRK1A también
fosforila la enzima de degradacion de AP neprilisina, y la enzima de degradacién de insulina,
disminuyendo su actividad. Ademéas, DYRKZ1A colabora en la neurodegeneracion mediante la

hiperfosforilacion de la proteina tau. La proteina tau es producida por el gen MAPT y su
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principal funcién bioldgica es estimular el ensamblaje de los microtubulos y estabilizar su

estructura.?+3°

El splicing alternativo del exén 10 de la proteina tau genera isoformas con tres o cuatro
repeticiones (3R-tau y 4R-tau) de unién a microtubulos en el cerebro humano adulto. Este
proceso esta regulado por DYRK1A mediante fosforilacion, que suprime la inclusion del exén
10 de tau y la expresion de 4R-tau. En el cerebro de ratones Ts65Dn y en humanos con SD, se
ha encontrado un incremento en los niveles de 3R-tau que se correlaciona con el nivel de
DYRKI1A. El desequilibrio de las isoformas de tau est4 asociado con la formacion de ovillos

neurofibrilares y, por lo tanto, con la agregacion de proteinas.?>2830

DYR219, el inhibidor de bencimidazol DYRK1A, disminuye la agregacion de - amiloide y la
hiperfosforilacion de la proteina tau en modelos de Drosophila, y también revierte los déficits

motores, asi como la alteracion de los ritmos circadianos.?”

4.2.2 Relacién con cistationina — B- sintasa

CBS codifica una enzima dependiente de fosfato de piridoxal que convierte la homocisteina en
cistationina, eliminandola del ciclo de la metionina e incorporandola al ciclo de la cisteina. CBS
también es la principal enzima que cataliza la produccion de HS en el SNC. Estudios realizados
con ratones TgCBS, han evidenciado que la sobreexpresion de CBS induce un déficit en el

reconocimiento de objetos novedosos y una disminucion de la actividad locomotora.®!

Saccharomyces cerevisae contiene un homologo funcional de CBS, Cys4p. Se probaron 2200
sustancias de tres bibliotecas quimicas diferentes para suprimir la auxotrofia de metionina
inducida por la sobreexpresion de Cys4p, seleccionando cuatro sustancias, entre ellas el
Disulfiram (DSF). EI DSF es un farmaco disponible en el mercado para apoyar el tratamiento
del alcoholismo crénico al producir una sensibilidad aguda al etanol. El tratamiento de ratones
TgCBS con 10 mg/kg/dia de DSF es capaz de restaurar el reconocimiento de objetos

novedosos.®!

También hay datos in vivo de que la inactivacion farmacol6gica de CBS con aminooxiacetato
(3 uM) en ratones revierte los déficits neuroldgicos funcionales, puesto que normaliza la

produccion de H.S restaurandose el transporte de electrones mitocondrial a través del CIV.18

4.2.3 Requlaciéon por micro — ARN

En el sistema nervioso central, los micro-ARN estan involucrados en la guia axonal, el control
de la neurogénesis y la plasticidad sinaptica. En consecuencia, un desequilibrio de los micro-

ARN podria contribuir a la aparicién de enfermedades neurodegenerativas.?®
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El nivel de ARNm de DYRKZ1A se reduce por el micro — ARN-1246, cuya expresion es inducida
por p53 en respuesta al dafio del ADN. Un estudio reciente identifico que la sobreexpresion de
micro — ARN-204-5p regula positivamente la expresion del ARNm de DYRKZ1A, lo que lleva a

la muerte de las células dopaminérgicas a través de DYRK1A 24

4.2.4 Relacién con Sinapsina 1 (SYN1)

Existen indicios de que DYRKZ1A no sélo esta implicado en la neurogénesis, sino que también
juega un papel en el transporte de vesiculas sindpticas. La sobreexpresion de DYRK1A en
fibroblastos y neuronas da como resultado la inhibicion de la endocitosis debido a defectos en

la endocitosis mediada por clatrina.?*3?

SYNL1 es la unica proteina que ha revelado un residuo de serina correspondiente a la secuencia
de fosforilacion de DYRK1A, Ser551, que se hiperfosforila con la sobreexpresion de
DYRKI1A vy se defosforila después del tratamiento con un inhibidor. La liberacion de
neurotransmisores en la zona activa depende fuertemente de la fosforilacion de SYN1, dejando
de manifiesto el papel de DYRK1A en el transporte de vesiculas presinapticas.®

4.2.5 Localizaciéon subcelular

DYRKI1A esta presente tanto en el nicleo como en el citoplasma de las células neuronales. La
sobreexpresion de DYRK1A result6 en la acumulacién de la proteina dentro del ndcleo. Sin
embargo, en un estudio realizado con ratones TgDYRKZ1A, el exceso de proteina se acumulaba
en el citoplasma. Se descubrié que DYRKZ1A se une a la proteina de repeticion WD40 WDR68
y esta unién conduce a su translocacion nuclear sin requerir ninguna quinasa, mientras que la
relocalizacion al citoplasma ocurre cuando DYRK1A se asocia a la proteina 1 asociada a la

fitanoil — CoA hidroxilasa especifica del cerebro.?

4.2.6 Participacion en la neurogénesis cortical

El cerebro mantiene una proporcion precisa entre la excitacion y la inhibicion neuronal para
permitir un aprendizaje eficiente. Esta relacion se establece temprano durante la neurogénesis,
y esta alterada en los cerebros de las personas con SD debido a un exceso de inhibicién. También
se ha informado de una disminucion de los botones excitatorios (VGLUT1+) y un aumento de
los botones inhibidores (VGAT1+).3233

La proliferacion neuronal esti alterada en individuos con SD. DYRK1A es un regulador
negativo de la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. El anélisis de Western Blot
de extractos de proteina total de células SH-SY5Y que sobreexpresan DYRK1A reveld cambios
en la fosforilacion y una disminucién de los niveles de proteina de los reguladores del ciclo
celular ciclina D1y p27, que conducen a una detencion de las células en la fase G1. G1 es una

fase critica que integra sefiales extracelulares que inducen una nueva division celular o la retirada
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del ciclo celular y la diferenciacion. En consecuencia, el alargamiento de la fase G1 implica la
salida del ciclo celular y promueve la diferenciacion prematura, dando lugar a una

hipocelularidad en la corteza cerebral del SD.24293435

Las variaciones moderadas en los niveles de ciclina D1 nuclear en las células madre neurales
pluripotentes sesgan su modo de division, favoreciendo las divisiones proliferativas asimétricas
cuando los niveles de ciclina D1 disminuyen y las divisiones neurdgenas asimétricas cuando

aumentan.3+3®

Se ha propuesto que otra proteina resultante de Hsa21, RCANL1 interactla de manera cooperativa
con DYRKZ1A y conduce a una mayor desregulacion de la via de NFAT. RCANL interactla e
inhibe la calcineurina A, una fosfatasa de serina/treonina dependiente de calcio y calmodulina,
gue activa la NFAT a través de su desfosforilacion. Evidencia reciente sugiere que NFAT regula

la proliferacion y diferenciacion de células neuroprogenitoras.?®3®

Ademas, la localizacion de DYRK1A en axonemas ciliares sugiere un papel en la ciliogénesis,
como la fosforilacion de la B-tubulina en la formacion de microtubulos. La sobreexpresion de
DYRKZ1A conduce a la reduccion de las ramificaciones y espinas dendriticas en el cerebro de
modelos de ratones y humanos con SD.243

4.2.7 Relacion con la via WNT/f cationina

La via de sefalizacion de WNT es una cascada de transduccion de sefiales que interviene en
varios procesos biologicos, incluido el desarrollo, la funcién del sistema nervioso adulto, la
funcion de las células madre y la tumorigénesis. La activacion de la via depende de la

translocacion nuclear de B-catenina, que impulsa la expresion de varios genes.*’

Para cuantificar bioquimicamente los niveles de actividad de sefializacion de WNT, se midieron
las cantidades de proteina de B-catenina ‘libre* (desfosforilada) observandose una disminucion
sustancial de p-catenina activa del hipocampo de ratones Tcl e individuos con SD. La
disfuncién de esta via de sefializacién podria contribuir potencialmente a la susceptibilidad

diferencial al cancer en el SD, como el aumento del riesgo de leucemias.’

4.2.8 Inhibidores de DYRK1A derivados de productos naturales

La mayoria de los inhibidores son quinasas de tipo I, es decir, se unen al ATP de la forma activa

de la quinasa.?®
e Harmina

La harmina (7-metoxi-1-metil-B-carbolina) es un alcaloide aislado de Banisteriopsis caapi. Es
un inhibidor natural competitivo de ATP selectivo de DYRK1A, probado en ratones Ts65Dn

con una concentracion de 0,08 uM. El resultado fue la prevencion de la maduracion prematura
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de NPC y una menor fosforilacion de tau. El tratamiento con harmina suprime la expresion de
3R-tau y promueve la expresion de 4R-tau en las células HEK -293T de manera dependiente
de la dosis. También reduce la ansiedad y el deterioro de la memoria en cerebros de ratones
Ts65Dn, mejorando el rendimiento en el laberinto de Morris, un paradigma estandar de

aprendizaje y memoria para roedores. %03

Sin embargo, la harmina tiene efectos secundarios neurotoxicos como la aparicion de
convulsiones, movimientos involuntarios y rigidez de las extremidades, que se deben a la

inhibicion de la recaptacion de monoamino-oxidasa-A. 2538
e Epigalocatequina-3-galato

La catequina mas abundante del té verde es un inhibidor no competitivo de DYRKZ1A, al que se
une en el residuo L457. EGCG actla a través de dos mecanismos distintos, la estimulacion de la
via de sefializacibn AMPCc/PKA, restaurando la capacidad de fosforilacién oxidativa
mitocondrial; y la desacetilacion de PGC1a dependiente de sirtuina 1 (SIRT1), que promueve

la biogénesis mitocondrial.536:39:40:41

En cuanto a su perfil metabdlico, aunque la mayor parte del EGCG vy sus productos de
degradacion se excretan en la bilis, una parte del EGCG llega a la circulaciéon sanguinea,

alcanzando su punto méaximo 1 - 2 h después de su administracién.*?

EGCG fue probado en modelos de ratones (TgDYRK1A, Ts65Dny Dp16) a 0,3uM, y al mes de
la administracion recupero el déficit de aprendizaje dependiente del hipocampo y redujo las
estrategias de aprendizaje inadecuadas. Ademas, se normalizaron los niveles de homocisteina,
previamente disminuidos. En otro estudio, EGCG aumenté significativamente la proliferacién
de células SH-SY5Y a 0,05 puM, 33404243

Usando ratones Ts65Dn se ha descubierto que el origen de las anomalias craneofaciales esta en
los precursores craneofaciales de células de la cresta neural, deficientes en el SD. Las células
de la cresta neural contribuyen a la formacion de la mayoria de los huesos, cartilagos, tejido
conectivo y tejido nervioso periférico en el complejo craneofacial. DYRKZ1A puede controlar
el desarrollo éseo a través de la via NFAT. El tratamiento prenatal con 0,3uM de EGCG
normalizd los fenotipos craneofaciales, especialmente la béveda craneal y la morfologia de la

cara. 3%

La plasticidad sinaptica, capacidad de los animales para aprender y recordar, se ha relacionado
con el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), regulado por CREB. BDNF es una
de las neurotrofinas implicadas en la regulacion de la supervivencia y diferenciacion neuronal,

con efectos en la transmision sinaptica. Los niveles de ARNm de BDNF son un 50% maés bajos
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en pacientes con SD. Este defecto también se corrige con el tratamiento con EGCG en ratones
Ts65Dn y Ts1Cje. 23

El EGCG también ha sido utilizado en dos ensayos clinicos con humanos. En uno de ellos, 31
personas con SD, con edades comprendidas entre los 14 y los 29 afios, recibieron una dosis de 9
mg/kg/dia de EGCG durante 3 meses y mostraron una mejora significativa de su memoria de
reconocimiento visual, su memoria de trabajo, su capacidad para controlar la inhibicién y su

comportamiento adaptativo.?4253343

El segundo ensayo clinico se realizd con 84 jovenes con SD de entre 16 y 34 afios, y se comparo
la seguridad y eficacia de EGCG (9 mg/kg/dia durante 12 meses) combinada con
entrenamiento cognitivo frente al entrenamiento cognitivo solo. El tratamiento combinado

mejord determinadas areas de la memoria, funciones ejecutivas y competencias en la vida
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Figura 11. El tratamiento de las células del SD con EGCG estimula la via de sefializacion de AMPc/PKA debido al
aumento de los niveles de AMPc, con la consiguiente restauracion de la eficiencia de OXPHOS mitocondrial y la
reduccidn de la produccion de ROS. Ademas, EGCG inhibe la actividad de DYRK1A, lo que impide la activacion de
CREB, mientras que la desacetilacidn/activacion de PGC1 dependiente de SIRT1 aumenta fuertemente debido a la
activacion de SIRT1. Esto promueve un aumento notable en la biogénesis mitocondrial.®

Se ha descubierto que la exposicion de fibroblastos y células linfoblastoides humanos con SD a

EGCG 20 pM durante 24h restaura el déficit de actividad de la ATPasa mitocondrial e impide

la disminucion de la actividad del CI. Ademas, el tratamiento con 20 pM de EGCG mejora la

expresion de 4R—tau en células humanas diferenciadas.®%!

Para comprobar la capacidad de EGCG para contrarrestar el estrés oxidativo, se midié la

produccion de ROS y la peroxidacion lipidica en linfoblastos de SD. El tratamiento de 24h con
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20 uM de EGCG evit6 la sobreproduccién de anién superéxido por parte de las mitocondrias

e impidio6 el aumento de H,0,.4

Curiosamente, también se ha demostrado que el tratamiento con EGCG prenatal es capaz de
rescatar el nivel de PSD95, un importante regulador de la maduracién sindptica cuya

alteracion se observa en la esquizofrenia y el autismo.*
e Leucettina 4l

La leucettamina B, producto de la esponja marina Leucetta microraphis, se identificO como un
inhibidor débil de DYRK1A. Se sintetizaron y optimizaron un gran nimero de anélogos y
derivados a los que se denomina colectivamente leucettinas. La leucettina 41 es un analogo
sintético de las imidazolonas derivado de los alcaloides de la esponja marina. Actdla como
inhibidor competitivo del sitio de union del ATP y tiene mayor especificidad para DYRK1A que
la harmina y el EGCG.243245

La administracion de leucettina 41 en ratones Ts65Dn corrigié los déficits de memoria y
normalizo la actividad DRYKZ1A en el cerebro tras un minimo de 12 dias de tratamiento. Se ha
comprobado la efectividad de la leucetina 41 (3 uM) y de poliandorcarpaminas Ay B (30 uM)

en células SH-SY5Y, valorando la inhibicion de la fosforilacion de la ciclina D1.243245

Ademas, el tratamiento con leucettina 41 proporciona un mecanismo de proteccion a estos
ratones contra el deterioro cognitivo inducido por la presencia de - amiloide en la memoria de

trabajo y la memoria espacial.?

4.2.9 Inhibidores sintéticos de DYRKI1A

e (CX-4945

Es un inhibidor sintético competitivo de ATP de DYRK1A, derivado de la harmina, que, al ser
administrado en un modelo de raton con sobreexpresion de este gen, mostré la normalizacion
de la fosforilacion de la proteina tau. Sin embargo, CX-4945 es estructuralmente similar a la

harmina por lo que podria producir neurotoxicidad.?*38
e Derivados de Benzotiazol

INDY es un inhibidor competitivo sintético derivado de un inhibidor de proteina quinasa de doble
especificidad (CLK1) llamado TGO003, que puede inhibir la actividad de DYRKZ1A a través de
la disminucion de la fosforilacién de tau en células COS7 a 3 pM. Otro derivado, BINDY
(INDY fusionado con benzofuro) presenta mayor especificidad por DYRK1A. Ambos se

preparan a partir de 5-metoxi-2-metilbenzotiazol. 2423
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FINDY y CANDY son dos nuevos inhibidores sintéticos de DYRK1A que actlan sobre la
estabilidad y/o la maduracion de DYRK1A. Estos inhibidores eliminan la autofosforilacion
de DYRKI1A al antagonizar la interaccion entre DYRK1A y la chaperona especifica de quinasa
CDC37. La consecuencia es una desestabilizacidn estructural y la degradacion de DYRK1A

durante el proceso de maduracion en células vivas.?
e ALGERNON

Varios estudios han intentado la implantacién de células madre neurales euploides en el cerebro
de ratones Ts65Dn para mejorar el desarrollo cerebral o prevenir la neurodegeneracion. El
tratamiento de hembras embarazadas con una generacién alterada de neuronas (ALGERNON),
previno anomalias cerebrales morfoldgicas, incluida una placa cortical adelgazada. Ademas,

este compuesto promovid la neurogénesis del giro dentado de ratones con SD. 473334

La aplicacion de tales estrategias en humanos estd limitada por tres razones principales: la
administracion de genes o células es invasiva y debe inyectarse directamente en el cerebro para
obtener la maxima eficacia; los efectos se limitan al sitio de inyeccion y las inmediaciones de la

region inyectada; y los efectos de la terapia celular y génica son transitorios.*"3
e DANDY

Los derivados de hidroxi 3,5,-diaril-azaindoles (DANDY) son inhibidores potentes,
competitivos y selectivos de DYRK1A, y sustituyendo uno o dos de los grupos hidroxi por
atomos de fluor se crearon los F-DANDY . Los estudios han demostrado que la administracién de
20mg/kg de F-DANDY mejora significativamente el rendimiento de los ratones Ts65Dn en el

laberinto de Morris.384
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5.- DISCUSION
5.1 ;Es éticamente deseable la terapia fetal en el sindrome de Down?

Los argumentos a favor del tratamiento neurocognitivo pueden explicarse desde la perspectiva
ética con los principios de beneficencia, autonomia y justicia. Hablamos de beneficencia
porque elevar su cociente intelectual, permitira a las personas con SD tener mas control sobre sus
propias vidas. Promover la autonomia de una persona es un objetivo moralmente valioso en si
mismo, supone una mayor independencia, competencia decisional y una mejor calidad de vida
tanto para el nifio como para la familia. La supresion de las barreras a la igualdad de
oportunidades a causa de un trastorno 0 minusvalia puede ser considerada como una exigencia

de justicia. 1047

La idea de desarrollar un tratamiento neurocognitivo para el SD también genera preocupaciones
éticas con lo que se ha denominado el “modelo social de la discapacidad”, que se centra en las
estructuras socioculturales que se encuentran detrés de las barreras para la participacion igualitaria
de las personas con deficiencias. Si bien la sociedad no es totalmente culpable, es cierto que al
menos una parte de los problemas que enfrentan las personas con discapacidad como el SD

podrian evitarse o atenuarse si la sociedad fuera mas inclusiva con la diversidad.*4

Otro argumento que hay que tener en cuenta es el “cambio de personalidad”. El tratamiento no
solo cambiaria algunas caracteristicas relacionadas con la enfermedad, sino que afectaria la
personalidad del individuo. No obstante, esto solo ocurriria al aplicar el tratamiento
neurocognitivo en pacientes con SD cuyas personalidades ya se han formado, no en el caso de la

terapia fetal para el sindrome de Down (TFSD).1°

Ademas, la disponibilidad de un tratamiento neurocognitivo eficaz puede tener el beneficio
adicional de brindar una alternativa para la eleccion reproductiva a las mujeres embarazadas (y
sus parejas), cuando se descubre la gestacion de un feto con trisomia. A las opciones de llevar a
término el embarazo o interrumpirlo, se afadiria la opcion de continuar el embarazo con
tratamiento. Es un requisito que los beneficios potenciales de la terapia fetal superen los dafios
potenciales de la intervencion, tanto para el futuro nifio como para la mujer embarazada. La TFSD
es una forma de terapia fetal farmacoldgica no invasiva, cuyos riesgos para la salud parecen ser

limitados para ambos.*’

Actualmente la TFSD esta en fase de investigacion, y se debe evitar el “concepto terapéutico
erroneo” al invitar a las mujeres a participar. Debe enfatizarse que la investigacion se realiza
porque aun no se sabe si la terapia es efectiva, y en caso de que lo sea dara lugar a un mejor

resultado neurocognitivo, no a una cura completa para el SD en su totalidad. 14

En este punto cabria preguntarse si una mejora parcial en el funcionamiento cognitivo puede hacer

que las personas con SD solo sean mé&s conscientes de no poder participar plenamente en la
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sociedad o de realizar las opciones profesionales y reproductivas que estan abiertas para los
demas. También pueden ser mas conscientes de la amenaza de desarrollar demencia de inicio

temprano.*’

Claramente, la TFSD no deja de tener consecuencias para la ética de la consejeria reproductiva,
ya que la decision de no abortar crea “prima facie” la obligacién moral de hacer uso de la TFSD,
si se demuestra que es efectivo, beneficioso y seguro.*

5.2BACH1

Los principales retos a los que se enfrentan las estrategias de tratamiento prenatal son la
teratogenicidad, la toxicidad y las consideraciones éticas. Ademas, las terapias para adultos,
incluso si resultan exitosas, solo mejoraran parcialmente el desarrollo cerebral y la cognicion en

el SD, debido a la pérdida permanente de progenitores neuronales durante la vida fetal.

La “Teoria de los Radicales Libres del Envejecimiento” postula un vinculo entre la
acumulacion progresiva de dafio macromolecular causado por ROS y el proceso de
envejecimiento, particularmente la detencion celular en las células mitéticas, denominada
senescencia celular. La principal fuente de generacién de ROS dentro de las células son los

electrones liberados de la ETC.®

El papel de BACH1 como regulador del metabolismo ha sido reconocido recientemente y esta
siendo estudiado en la actualidad. Los mecanismos que impulsan las alteraciones metabélicas que

se observan con la inhibicion de este gen abren nuevas areas de investigacion.'

Se ha demostrado que BACHL1 es un buen objetivo terapéutico, ya que los ratones nulos para
BACHL1 son viables y se desarrollan normalmente, por lo tanto, puede inhibirse con pocos
efectos secundarios. La pérdida de BACHL induce la expresion de los genes de la ETC,
promueve la respiracion mitocondrial, aumenta la utilizacion de glucosa en el ciclo de Krebs,
y disminuye la transcripcion de PDK vy fosforilacion de PDH, pasos clave que controlan la

glucolisis y el metabolismo mitocondrial - 12

La relacion BACH1/NRF2 en el nucleo tiene un papel fundamental en la regulacion de la
respuesta antioxidante ante la agresion del estrés oxidativo, ya que la expresion génica mediada
por ARE depende de ella. BACHL1 es un factor de transcripcion con cremallera de leucina que
compite con NRF2 por unirse a los ARE que regulan la transcripcion de enzimas antioxidantes
(HO-1, NQO1).16

La alteracion del eje BACHI1/NRF2 puede contribuir al desarrollo de neuropatologia
(Alzheimer o demencia) en los individuos con SD. Se ha comprobado en células SH-SY5Y que

la diferenciacion celular modifica la relacion nuclear BACH1/NRF2 en respuesta a H.O, 14
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Se ha demostrado que el tratamiento con CAPE y su anélogo sintético VP961 a mitad de dosis,
mejora la respuesta antioxidante de NRF2 en células SH-SY5Y. Sin embargo, dado que los
niveles nucleares de BACHL no cambiaron después del tratamiento, la capacidad de CAPE y
VP961 para rescatar la relacion BACH1/NRF2 radica aparentemente de forma exclusiva en la

translocacion nuclear de NRF2.16

Con base en estos hallazgos, se plantea que CAPE y VP961 pueden ser una estrategia
prometedora para el tratamiento del SD. Deben disefiarse estudios preclinicos futuros para
probar el papel de VP961 no solo para rescatar el eje BACH1/NRF2, sino también su capacidad

para modular positivamente los mecanismos neuronales subyacentes tanto a la DI como a la

neurodegeneracion.®
Es probable que el EO sea una afeccion crénica en - #(

el cerebro con SD, que se inicia durante el : T \L

Biliverdin
ot Yo
.

) b BVR-A

D e i Qe &

desarrollo embrionario y se acumula con el
envejecimiento, lo que representa un fuerte factor de
riesgo para la neurodegeneracion posterior.
Ademas, en los cerebros de las personas con SD, la
acumulacion de péptido amiloide beta (AB) se
puede observar desde los 8 a los 12 afios, y esta

acumulacién aumenta durante la vida, lo que resulta

nucleus cytoplasm

en la enfermedad de Alzheimer hacia la cuarta ) ) _
Figura 12. Escenario propuesto de modulacion BACHL1,

década de la vida.**141° sefializacion en patologia SD y evolucion a EA.18
Se considera que la via BACH1/HO-1 acttia como un bucle de retroalimentacion que regula la
homeostasis del hemo durante el estrés oxidativo sostenido. La expresién de la proteina HO-1
en respuesta al estrés oxidativo ocurre principalmente en células indiferenciadas y favorece la

supervivencia celular %14

La monoubiquitinilacion estd implicada en la modulacion de la funcion, la compartimentacion
y las interacciones de las proteinas; mientras que la poliubiquitinilacién es una sefial de la
degradacion de las proteinas. Un aumento de los niveles de proteina BACH1 junto con la
reduccion de la monoubiquitinilacion de BACH1, seria responsable del descenso de HO-1y
NQOL1 observado en el SD, mientras que el aumento de la poliubiquitinilacién de BACH1

impulsaria los niveles de HO-1 y NQO1.121°

El papel de HO-1 en la proteccidon de las células contra el EO se atribuye a los tres productos de
su actividad, ferritina, mondxido de carbono y bilirrubina. Un ligero aumento de la

bilirrubina plasmética mejora la funcion endotelial previniendo o reduciendo la gravedad de
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las patologias cardiovasculares y enfermedades metabolicas y, ademas, protege contra la

muerte neuronal inducida por isquemia/reperfusion.t42

Los niveles de hemo dentro de una célula pueden afectar a la distribucion nucleocitoplasmatica
de BACHL. Los niveles elevados, estimulan la relocalizacion citoplasmatica de BACH1, lo que
hace que ARE sea accesible a NRF2 permitiendo una coordinacion simple y estrecha del
metabolismo de hemo y la expresion génica. EI hemo parece inducir la degradacion dependiente
del proteasoma de BACHL1 en el citoplasma después de su exportacion nuclear, aunque no puede
excluirse la posibilidad de que BACH1 también se degrade en el nlcleo."%

Existe evidencia de una diferencia de género en la expresion fenotipica de la EA en el SD. Las
mujeres con SD de mediana edad tienen un inicio mas temprano y una forma mas grave, que
se correlaciona con una mayor densidad de ovillos neurofibrilares neocorticales. Este hallazgo
constituye un nuevo objetivo para las estrategias de intervencion; modular la expresion del gen
de la proteina tau asociada a los microtabulos (MAPT), conocida por impulsar la progresion de
la EA, ya que la expresién de BACHL1 contribuye a las diferencias moleculares de género

observadas en las taupatias y EA.%3

El hecho de que la expresion de mCAT sea suficiente para revertir la estabilizacién de NRF2
sensible a redox destaca su eficacia como antioxidante, y subraya la relevancia de las terapias
mitocondriales para preservar viabilidad y recuperacion de la funcién celular en el SD y
posiblemente en otras condiciones clinicas donde el metabolismo energético esta

comprometido.t>8

PERK representa un objetivo farmacoldgico atractivo, y el disefio de enfoques terapéuticos que
involucren la inhibicion farmacoldgica de PERK en el contexto de la neuropatologia del SD
podria conducir a la mejora del deterioro cognitivo. La induccion temprana de PERK en el
cerebro con SD podria representar una respuesta protectora al aumento prematuro de EO. Sin
embargo, su activacion sostenida, promueve la transicion hacia un fenotipo proapoptoético y la

progresion de patologia similar a la EA con el envejecimiento.??3

La inhibicién farmacoldgica con GSK414 de PERK en ratones Ts2Cje de SD promovi6 la
translocacion nuclear de NRF2, favoreciendo el rescate del desequilibrio
BACH1/NRF2.También se restablecieron los niveles de HO-1. La disminucidn de la activacion
de PERK favorece la exportacion nuclear de BACH1, lo que puede estimular una mayor
degradacion. La induccion crénica de PERK ocurre en paralelo al aumento de los niveles de
APP y proteina tau, lo que sugiere que los marcadores patoldgicos de la EA estan fuertemente

ligados a la induccién de UPR.%

34



5.3 DYRKIA

Dada la gran cantidad de evidencia que demuestra la participacion de DYRKZ1A en los defectos
cerebrales del SD, muchos estudios han evaluado el efecto de la inhibicion de DYRK1A en las
capacidades de aprendizaje y memoria de modelos de ratones e individuos con SD.?®

Las personas con SD desarrollan una taupatia de aparicion temprana, debido a una alteracion
en el equilibrio 4R- tau/3R-tau. Por lo tanto, la inhibicién de DYRKZ1A puede tener efecto en
el tratamiento o prevencion de la enfermedad de Alzheimer. Ademas, los inhibidores de
DYRKZ1A tienen potencial como correctores de los problemas de suefio asociados con el SD, y

probablemente efectos beneficiosos sobre la cognicién y las habilidades motoras.?”*

La sobreexpresion de CBS juega un papel importante en el fenotipo de aprendizaje y memoria
detectado en el SD. En conjunto, los resultados de los experimentos con ratones TgCBS, muestran
que las consecuencias de la sobreexpresion de CBS podrian ser tratadas farmacoldgicamente
para restaurar parte del rendimiento cognitivo alterado en el SD. La inhibicion de CBS debe
ser leve y solo parcial, ya que una inhibicion fuerte puede llegar a ser perjudicial *

Cada vez hay mas pruebas de que la sobreexpresion de DYRK1A en el SD afecta el desarrollo
del cerebro y la diferenciacion neuronal. DYRK1A se identificé recientemente como un
regulador negativo de la transicién de la fase G1 a la fase S, pero los mecanismos subyacentes
en las neuronas siguen siendo en gran parte desconocidos. Una actividad elevada de DYRK1A
promueve la detencion de la proliferacion, la salida del ciclo celular y la diferenciacion
prematura. La modulacion del nimero de copias de DYRK1A puede corregir alteraciones de

la morfogénesis cerebral. 343°

Los resultados presentados en ratones TJDYRK1A, ponen de manifiesto una disminucion de las
tasas de produccion de neuronas al principio y al final de la neurogénesis cortical. Este déficit
se debe a que la sobreexpresion de DYRK1A altera los niveles de ciclina D1, disminuyendo la
produccién de neuronas derivadas de células madre neurales multipotentes. Ademas, se ha
demostrado en ratones Ts65Dn que la normalizacién de la expresion génica de DYRK1A
aumenta la cantidad de ciclina D1 total y nuclear, proteina que limita la velocidad de transicion

de la fase G1 a la fase S.3°

Parece probable que los principales cambios primarios en la morfogénesis y el crecimiento de la
bdveda craneal podrian producir cambios menores en la cara, la base del craneo y la mandibula
a través de interacciones reguladoras y pleiotropicas complejas, pero se necesitan investigaciones

adicionales para verificar esta hipotesis.*
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Se ha demostrado que EGCG es capaz de atravesar la barrera hematoencefélica y placentaria.
En general, los resultados del ensayo clinico en humanos son consistentes con los efectos de
EGCG encontrados en ratones Ts65Dn e indican que el tratamiento con EGCG a corto plazo
puede ser beneficioso sobre la cognicion en adultos jovenes con SD. La administracion de EGCG
también indujo efectos positivos en la calidad de vida, el funcionamiento social y una mejora
del perfil lipidico. Ademas, se ha demostrado que EGCG es una sustancia segura después de su

administracion repetida en humanos, sin alteraciones de la funcion hepatica y cardiaca. 33394043

Ademaés, el EGCG es capaz de restaurar la fosforilacion oxidativa, promover la biogénesis
mitocondrial y mejorar la proliferacion de NPC en fibroblastos y células linfoblastoides de
sujetos con SD estimulando las vias de sefializacion de AMPc/PKA y SIRT1/PGC1a.%4

Se ha demostrado que la sobreexpresion de DYRK1A esta relacionada con la disminucion de
las concentraciones plasmaticas de homocisteina, lo que sugiere que podria ser utilizada como

biomarcador de la eficacia del tratamiento.*®

Las leucettinas constituyen una base muy prometedora para el disefio y la optimizacion de
inhibidores de quinasas mas selectivos para el tratamiento de los déficits cognitivos asociados
al SD. Las imagenes de resonancia magnética funcional del cerebro de ratones Ts65Dn revelan
que la mejora cognitiva es paralela a la remodelacion de la conectividad funcional de las areas

centrales del cerebro involucradas en los procesos de aprendizaje/memoria.®%

Uno de los inhibidores de DYRK1A mas recientes es F-DANDY, potente y no téxico, cuya
estabilidad metabdlica en plasma y capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica se

traduce en efectos de rescate cognitivo en un modelo de ratén con SD.*
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6.- CONCLUSIONES

La elevada prevalencia del sindrome de Down lo convierte en la causa genética de discapacidad
intelectual més frecuente, causado por una tercera copia del cromosoma 21 que conduce a una
mayor produccion de proteinas y enzimas codificadas por este cromosoma. Actualmente, no
existe cura para el SD ni tratamientos eficaces para mejorar el funcionamiento cognitivo a pesar
de las numerosas investigaciones destinadas a ello con modelos de ratén. Los programas de
busqueda de nuevos tratamientos se centran en mejorar la cognicion y retrasar el desarrollo de

la demencia en individuos con SD.

En base a la evidencia revisada en este trabajo, se sabe que la neurogénesis requiere una funcion
mitocondrial correcta y los periodos criticos del desarrollo cerebral ocurren principalmente
en las etapas prenatal y neonatal temprana, por tanto, cualquier estrategia desarrollada para
mejorar el funcionamiento del sistema de fosforilacion oxidativa en estos periodos podria

convertirse en un abordaje terapéutico exitoso para el SD.

Como se ha visto, el equilibrio BACH1/NRF2 en el nicleo esta estrechamente relacionado con
la respuesta frente al EO, y promover la produccion de antioxidantes es también un mecanismo
potencial para proteger el cerebro de los SD de la neurodegeneracion. Una de las opciones mas

prometedoras respecto a este gen es la hemina, capaz de inducir la degradacion de BACHL.

Varias estrategias dirigidas a DYRKZ1A con inhibidores de quinasas especificos han mostrado
evidencias esperanzadoras de que las condiciones cognitivas del SD pueden revertirse. En este
momento, se sabe poco sobre la posibilidad de efectos adversos causados por la inhibicion de
DYRKZ1A; no obstante, a medida que la investigacion médica en esta area avanza, aprenderemos

mas sobre las consecuencias que resultan de la actividad reducida de DYRK1A.

Dentro de los inhibidores naturales de DYRKZ1A, los resultados de EGCG tanto en estudios in
vitro, in vivo y en ensayos clinicos con humanos son bastante optimistas respecto a la recuperacién
de varias areas de la memoria, fenotipos craneofaciales, funciones ejecutivas y competencias en
la vida cotidiana. La leucettina 41 también ha sido capaz de restaurar los déficits de memoria.
Ademas, existe un creciente nimero de inhibidores sintéticos, entre ellos, CX-4945, INDY, F-
DANDY y ALGERNON.

BACH1 y DYRKZ1A son genes que no se encuentran Unicamente alterados en el SD, sino que
también estan involucrados en la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson, asi como en el
autismo y en el cancer. Por tanto, su estudio conlleva multiples implicaciones futuras en diferentes

areas.
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ANEXOS

Tabla 1. Resumen de las principales caracteristicas de BACH1 y DYRK1A

BACHI

DYRKI1A

Suprime de la transcripcion de los genes mitocondriales de la ETC.

Activa la transcripcion de PDK, impidiendo la actividad de PDH vy la introduccion
de glucosa en el TCA.

Altera la relacion BACH1/NRF2 en el niicleo disminuyendo la expresion de genes de
respuesta antioxidante (HO-1 y NQOI).

La respuesta de NRF2 estd desacoplada de la de PERK reprimiéndose sus efectos
antioxidantes por una activacion temprana y sostenida de PERE.

HOIL-1 estimula la poliubiguitinacién de BACHI en presencia de E1 y E2.

Hiperfosforila APP v la proteina tau; ademas, promueve el aumento de IR-tau,
conduciende a la formacion de ovillos neurofibrilares responsables de la
neurodegeneracion.

Participa en el transporie de vesiculas sinapticas inhibiendo la endocitosis mediada
por clatrina, mediante la fosforilacion de SYNI.

Su asociacion con WD40 WDR68 conduce a su translocacion nuclear, mientras que
la unién con la proteina 1 asociada a la fitanoil — CoA hidroxilasa especifica del
cerebro lleva a la relocalizacion citoplasmitica.

Regula negativamente la transicion de la fase G1 a la fase 5 del ciclo celular por
disminucion de los niveles de ciclina DM v p27. El alargamiento de la fase Gl produce
una diferenciacién prematura de las células madre pluripotenciales.

Coopera con RCANI1 en la desregulacion de la via NFAT, implicada en la
proliferacion y diferenciacion de células neuroprogenitoras. NFAT también participa

en el desarrollo dseo.
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Tabla 2. Resumen de los tratamientos prenatales para el sindrome de Down

TRATAMIENTO

DIANA MODELO
Ratones con SD

Ratones TgCBS

BACHI1 Células SH-SY5Y

BACHI1 Fibroblastos humanos
con SD
Ratones Dpl6
BACHI1 Ratones BM1 y
MB436
Células HEK-293T

Fibroblastos murinos
3T3

BACH1 Células HEK-293T

BACHI1 Ratones Ts2Cj2

DYRKI1A Drosophila

DYRKIA Ratones Ts65Dn

Células HEK-293T
IAVEHNOEN  Ratones TgDYRKIA,
Ts65Dn, Dpl6

Células SH-SY5Y
Ratones Ts65Dn y
TslCje

Adolescentes humanos

con SD

Fibroblastos y células
linfoblastoides
humanas con SD
Células humanas

diferenciadas
Ratones Ts65Dn
Ratones con SD
Células COS7
Ratones Ts65Dn
'‘RK1A Ratones Ts65Dn

DYRKI

3 UM de

aminooxiacetato
10 mg/kg/dia de DSF
10 uM de CAPE

5 uM de VP961
Expresion de mCAT

50 mg/kg/dia de hemina
10 uM de hemina
25M
10 uM de cloruro de

cadmio

GSK414

DYR219

0,08 uM de harmina

harmina
0,3 pM de EGCG
0,05 uM de EGCG
EGCG
9 mg/kg/dia de EGCG
20 uM de EGCG
durante 24h
20 uM de EGCG
12 dias de Leucettina 41
CX-4945
3 uM de INDY

20mg/kg de F-DANDY
ALGERNON

RESULTADOS

Revierte los déficits neurologicos funcionales
Normaliza la produccion de HaS

Restaura el transporte de electrones a través del CIV
Restaura el reconocimiento de objetos novedosos
Promueven la translocacion nuclear de
suprimiendo su ubiquitinacion

Revierte la disfunciéon mitocondrial

Reduce los niveles de ROS

Promueve la translocacion nuclear de NRF2
Mejora el fenotipo senescente de las células
Promueve la exclusion nuclear y degradacion mediada
por HOIL-1 de BACHI
Relocalizacion  citoplasmatica  de
tratamiento con succinilacetona
Induce la exportacion nuclear, poliubiquitinacion y
degradacion de BACHI1

Promueve la exclusion nuclear y degradacion de BACH1
Aumenta los niveles de HO-1

Inhibe PERK

Favorece la translocacion nuclear de NRF2

Rescata el desequilibrio BACH1/NRF2
Reestablece los niveles de HO-1
Disminuye la agregacion de f-
hiperfosforilacion de la proteina tau
Revierte los déficits motores y la alteracion de los ritmos
circadianos

Evita la maduracion prematura de NPC

Disminuye la fosforilacion de la proteina tau

Reduce la ansiedad y el deterioro de memoria

Promueve la expresion de 4R-tau de manera dependiente
a la dosis

Recupera el déficit de aprendizaje

Normaliza los niveles de homocisteina

Normaliza los fenotipos craneofaciales

Aumenta la proliferacion celular

Corrige los niveles de ARNm de BDNF

NRF2

BACH1

tras

amiloide y la

Mejora la memoria de reconocimiento visual, la memoria
de trabajo, el control de la inhibicion, funciones
gjecutivas y competencias de la vida diaria
Restaura el déficit de actividad de
mitocondrial

Impide la disminucion de la actividad del CI
Mejora la expresion de 4R-tau

Evita la sobreproduccion de anion superoxido y H>O»
Corrige déficits de memoria

Protege frente al deterioro cognitivo

Normaliza la fosforilacion de la proteina tau

Reduce la fosforilacion de la proteina tau

Mejora el rendimiento en el laberinto de Morris
Previene anomalias cerebrales morfologicas
Favorece la neurogénesis

la ATPasa
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