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Abreviaturas

- AB: B-Amiloide

- Ach: Acetilcolina

- ADN: Acido desoxirribonucleico

- Akt: mirar abreviatura para PKB

- AMBRA-1: Regulador 1 de autofagia y Beclin-1

- AMP: Adenosin monofosfato

- AMPAr: Recepto de del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propinoico
- AMPK: Proteina quinasa activada por AMP

- ATG: Proteina relacionada con la autofagia

- ATP: Adenosin trifosfato

- BACE-1: B-secretasa 1

- Bcl-2: Proteina de linfoma de célula B 2

- BDNF: Factor neurotroéfico derivado del cerebro

- CaMKIl: Calcio calmodulina quinasa Il

- Cdk5: Quinasa dependiente de Ciclina 5

- FAK: Quinasas de adhesién local

- FIP200: Proteina de 200 kDa de interaccidn con la familia de las FAK
- GSK-3B: Glucdgeno sintasa quinasa 3

- GWAS: Estudio de asociacion del genoma completo

- kDa: kilo Dalton

- LC3: Cadena ligera 3 de la proteina asociada a microtubulo

- MAPK (o p25): Proteina quinasa activada por mitégeno

- MARK: Quinasa reguladora de afinidad a microtubulos

- MCI: Deterioro cognitivo leve

- MiT: Familia de proteinas transportadoras de iones metalicos

- mTOR: Diana de Rapamicina en células de mamifero

- nAchr: Receptor nicotinico o Receptor ionotrdpico de acetilcolina
- NADH y NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido

- NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

- NGF: Factor de crecimiento nervioso

- NMDAr: Receptor de N-metil-D-aspartato o Receptor ionotrépico de glutamato
- p25: mirar abreviatura para MAPK

- p75NTr (o LNGFR): Receptor de baja afinidad a NGF

- PI3K: Fosfoinositos 3 quinasa

- PICALM: Proteina de ensamblaje fosfatidilinositol-clatrina

- PKA: Proteina quinasa A

- PKB (o Akt): Proteina quinasa B

- PSEN-1: Presenilina 1

- PRAS40: Sustrato rico en prolina de Akt/PKB de 40 kDa

- RNS: especies reactivas de Nitrégeno

- ROS: especies reactivas de Oxigeno

- SMER28: Molécula pequefia potenciadora de rapamicina 28

- SNARE: Receptores de proteina de fijacion soluble a N-etilmaleimida sensible a fusion

1



TFEB: Factor de transcripcién EB

trkBr: Receptor de la quinasa para el receptor de tropomiosina B
ULK1: Quinasa activadora de autofagia unc-51 tipo 1

UVRAG: Proteina asociada a la resistencia de radiacién ultravioleta
VAMP 3, 7 y 8: Proteina de membrana asociada a vesicula 3,7y 8
VGCC: Canal de calcio dependiente de voltaje



1. RESUMEN

Actualmente, alrededor de 46 millones de personas en todo el mundo padecen la enfermedad de
Alzheimer, siendo la forma mds comin de demencia. A nivel celular se caracteriza por presentar
depdsitos neuronales de las proteinas B-amiloide y tau en su forma hiperfosforilada. Estas
agregaciones acaban formando lo que conocemos como placas seniles y ovillos neurofibrilares. Como
consecuencia las neuronasy sinapsis se ven danadas, ddndose la neurodegeneracion. Los tratamientos
actuales, aunque palian los sintomas, no curan la enfermedad. Por esto, es importante dirigir las
estrategias terapéuticas hacia la causa de esas acumulaciones proteicas. Si bien la causa primordial de
la enfermedad es aun desconocida, sabemos que una autofagia disfuncional permite estas
deposiciones. En este trabajo describimos tanto las caracteristicas de la enfermedad como el
mecanismo de la autofagia, identificando los pasos que parecen estar fallando en el Alzheimer.

ABSTRACT

Today, over 46 million people worldwide live with Alzheimer’s disease, the most common cause of
dementia. At the cellular level, accumulations of B-amiloid and hyperphosphorilated tau proteins are
found in neurons. These aggregations end up forming senile plaques and neurofibrilllary tangles,
causing neuronal and synapsal damage, and thereby, neurodegeneration. Current treatments
ameliorate the symptoms but do no cure the disease. That’s why the therapeutic strategies need to
focus on the cause of the protein accumulation. Although the primary cause of Alzheimer’s disease is
still unknow, a relationship between dysfunctional autophagy and protein accumulation has been
established. Here, we describe the autophagy mechanism, identifying the steps that may be failing in
Alzheimer’s, as well as the characteristics of the disease.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (AD, en inglés Alzheimer Disease) es la forma mas comun de demencia.
Es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que causa deterioro de la memoria y otras
disfunciones cognitivas, como el habla o el razonamiento, y que impiden al paciente llevar a cabo
actividades basicas de relacion con su entorno.

Se trata de una enfermedad multifactorial, de causa aun desconocida, donde el mayor factor de riesgo
es la edad. El 95% de los casos sufren la forma esporadica de la enfermedad, que se manifiesta en
personas de 65 afilos o mds. El restante 5% corresponde a la forma familiar (hereditaria) que puede
aparecer antes de los 65 afios'. De hecho, la primera vez que se describié esta demencia, en 1906, fue
en una paciente de 51 afios de edad, Auguste D. El médico que le diagnosticd fue Alois Alzheimer,
psiquiatra y neurdlogo aleman?3,

Desde entonces, el nimero de personas con AD no ha hecho mas que aumentar*. Los avances
higiénicos y sociales relacionados con los grandes logros de la medicina moderna, la lucha contra las
grandes epidemiasy la mejora de los recursos alimenticios han contribuido al aumento de la esperanza
de vida. Todo esto junto con la disminucion de la tasa de fertilidad en la mayoria de los paises®, esta
provocando que el porcentaje de personas que viven hasta edades avanzadas sea cada vez mayor: si
en 1920 la cifra de personas mayores de 60 afios se aproximaba al 5%, en la actualidad ronda el 25%*.

Este envejecimiento de la poblacién provoca un incremento en la prevalencia de enfermedades
neurodegenerativas. Actualmente 46 millones de personas sufren la enfermedad de Alzheimer, y se
espera que esta cifra se duplique cada 20 afios, llegando a los 74.5 millones en 2030y a los 131.5 en
2050%. Esto supone un gran impacto en la sociedad, no solo por lo que causa en el individuo, sino por
el gasto econdmico que implica.

A nivel celular la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una acumulacién de proteinas de
morfologia anormal, tanto en el interior de la neurona como en el espacio extracelular. Esto provoca
dano oxidativo e inflamatorio en el sistema nervioso. Como consecuencia, la neurona sufre un fallo
energético (con fallo en las mitocondrias), disfuncidn sindptica y finalmente la muerte celular.?

Las neuronas son especialmente susceptibles a la acumulacidén de compuestos citosélicos dafiados o
agregados debido a su extrema polarizacion y tamafio, ya que el citoplasma se puede extender por
largas distancias a través de las proyecciones del cuerpo celular. Ademas, el contenido total de
proteinas alteradas u organulos danados no se puede reducir por redistribucion a las células hijas
durante la division celular. Por esto, para mantener la homeostasis y sobrevivir, las neuronas dependen
de mecanismos de “limpieza” citosdlica como la autofagia®.

La autofagia celular es el mecanismo por el cual diferentes compuestos citosdlicos son degradados en
los lisosomas. Este proceso tiene diferentes funciones. Existe un nivel basal de autofagia que actua
como mecanismo de control de calidad en la célula eliminando aquello que esté defectuoso, como
organulos dafados o proteinas mal plegadas. Asi, participa en procesos naturales como el
metabolismo energético, reciclado de orgdnulos, regulacién del crecimiento, inicio del desarrollo
embrionario o envejecimiento. Pero ademas, la autofagia se activa cuando hay algun tipo de estrés
celular, infeccién por patdgenos o malformaciones celulares internas.”



Aunque sabemos del proceso de la autofagia desde los afios 608, su mecanismo de actuacién y
relevancia fisiolégica no se ha llegado a entender hasta las dos Ultimas décadas. En 1993 el cientifico
japonés Yoshinori Oshumi publicé su descubrimiento de 15 genes de importancia clave para la
autofagia en levadura, los cuales se nombraban como ATG (Autophagy-related Genes)®. En sus
investigaciones posteriores averigud la funcidn de las proteinas codificadas por estos genes'®'’. La
mayoria de los genes ATG tienen homdlogos en los eucariotas superiores, lo que demuestra que la
autofagia es un proceso altamente conservado a lo largo de la evolucién. El trabajo de Y. Oshumi
cambid radicalmente el entendimiento de este proceso celular vital, permitiendo conocer la
importancia de la autofagia en la fisiologia humana y en distintas enfermedades. Por la relevancia de
estos descubrimientos se le ha otorgado el premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2016.

Hoy en dia sabemos que dependiendo del mecanismo por el cual la carga a degradar es llevada al
lisosoma podemos distinguir tres tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas (CMA) (Figura 1). Los tres tipos de autofagia suelen coexistir en la misma
célula, y en general, tanto la macroautofagia como la CMA se vuelven menos eficientes en las neuronas
con la edad, contribuyendo directamente a una disminucién del rendimiento del tejido®.

A continuacién vamos a explicar el mecanismo por el que sucede la macroautofagia en mamiferos, asi
como su regulacion, ya que se ha visto que diferentes fallos a lo largo de este proceso estan
relacionados con la enfermedad de Alzheimer®.
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Figura 1. Los distintos tipos de autofagia seglin su mecanismo para llevar la carga al lisosoma. En la
macroautofagia una estructura llamada fagoforo crece alrededor de la carga a degradar hasta formar
una vesicula de doble membrana Ilamada autofagosoma. Esta vesicula es transportada hasta el
lisosoma para su fusion, formandose el autofagolisosoma que es el responsable de degradar la carga.
Distintos complejos proteicos entran en accién a lo largo del proceso. En el caso de la microautofagia
en cambio, es el lisosoma el que, por invaginaciones de membrana, secuestra areas del citosol donde
se encuentra la carga, sin vesiculas intermedias. En la CMA la carga no es secuestrada sino que, si tiene
la secuencia consenso KFERQ, es reconocida selectivamente por un complejo de chaperonas
citosélicas®. Las chaperonas median su camino hasta el lisosoma, donde un receptor de membrana
reconoce la secuencia. En este punto la proteina es desplegada y llevada al lumen lisosomal para su
degradacion. Asi pues, la CMA solo se puede llevar a cabo con proteinas solubles que puedan
desplegarse totalmente. Adaptado de Kaur J. et al. (2015) Autophagy at the crossroads of catabolism
and anabolism. Nature Reviews Molecular Cell Biology 16, 461-472.




3. MECANISMO DEL PROCESO DE MACROAUTOFAGIA & 719

La macroautofagia empieza con la formacién de la membrana de aislamiento o fagdforo. Se trata de
una cisterna membranosa que se cree que procede de la fusién de diferentes partes de membranas
procedentes del reticulo endoplasmatico (RE) y otros compartimentos como mitocondrias o aparato
de Golgi. Seguidamente el fagéforo experimenta una elongacidon curvdndose alrededor de los
compuestos citosolicos que se van a degradar. Al cerrarse, juntdndose sus extremos, se forma la
vesicula que conocemos como autofagosoma, la cual, una vez madura, se fusionard con el lisosoma
para proceder a la degradacidn de la carga. Los productos resultantes son liberados al citoplasma y
finalmente el autofagolisosoma es degradado. A lo largo del proceso toman accidn diferentes tipos de
proteinas ATG, resultando ser el eje de la maquinaria autofagica.

3.1.  INICIACION: FORMACION DEL FAGOFORO 2%

En esta primera etapa intervienen principalmente dos complejos proteicos:
- Complejo ULK1-ATG13-ATG101-FIP200
- Complejo PI3K de clase Ill: VPS34-Beclin1-ATG14L-VPS15

La activacion del complejo ULK1 resulta en la fosforilacion de Beclinl, y como consecuencia aumenta
la actividad de VPS34. VPS34 es una quinasa que usa fosfatidil inositol (PI) como sustrato para generar
fosfatidil inositol trifosfato (PI3P), un lipido esencial de la membrana del autofagosoma.

Todavia no estd claro el origen de la membrana ni el lugar donde sucede su nucleacién. Se ha propuesto
tanto que se sintetiza de novo como que se forma a partir de membranas pre-existentes como las del
RE, Golgi, endosomas, mitocondrias o la membrana plasmatica.

En el caso de la autofagia inducida por inanicidn se ha visto que el RE seria la fuente principal en la
formacién del fagéforo, aunque también serian importantes las contribuciones del resto de organulos
membranosos. Esto se respalda con el hecho de que varias proteinas autofagicas (como ULK1 y
ATG14L) se encuentran localizadas en el RE.

Se ha observado que tras la accion del complejo ULK-1, que resulta en la produccién de PI3P, se forma
en esa parte del RE una estructura denominada omegasoma (por su similitud con la letra griega omega,
Q), a partir de la cual emerge la membrana de aislamiento.

Es importante conocer las vias que regulan este inicio de la autofagia (Figura 2), pues es lo que nos
permitira controlar su induccién cuando ésta no se esté dando correctamente en una patologia.

En el caso del complejo de ULK1 podemos decir que se ve regulado principalmente por tres vias
distintas:

- mTOR es una Ser/Thr quinasa que funciona como un sensor del estado energético de la célula
y de la cantidad de nutrientes. Actla fosforilando a ULK1 (en Ser 757) y ATG13, lo que les
mantiene en una conformacién de bloqueo que no les permite inducir la autofagia. En esta
situacién la autofagia solo se dara a un nivel basal. Cuando mTOR se ve inhibido por
condiciones de inanicion o disminucion de factores de crecimiento, el complejo ULK1 adquiere
la conformacion que le permite activar a Beclinl, lo que lleva a un incremento de la biogenésis
de autofagosomas.



- La quinasa AMPK, en respuesta al estrés energético, también fosforila a ULK1 pero en Ser317
y Ser77, lo que activa la inducciéon de la autofagia. Ademds AMPK activada inhibe
indirectamente a mTOR.

- p53 regula el complejo transcripcionalmente, de manera que cuando p53 estd activa (bajo
estrés genotodxico) induce la transcripcion de los genes de las proteinas ULK1, ULK2 y AMPK (lo
gue aumenta los niveles de autofagia), y cuando p53 estd inactiva inhibe la autofagia al unirse
a FIP200, lo que bloquea la formacidn del complejo ULK-ATG13-ATG101-FIP200.

En el caso del complejo de PI3K, ademas de la regulacion por parte de ULK1, otras proteinas controlan
su activacién:

- Launidén de Bcl2 a Beclinl rompe la asociacién de Beclinl con Vps34, lo que inhibe la induccién
de la autofagia. Bajo condiciones de inanicidn Bcl2 es fosforilada, disocidandose de Beclinl.

- UVRAG cuando se encuentra asociado a AMBRA1%® promueve |a autofagia a través de Beclini;
en cambio asociado a RUBICON la autofagia se ve reprimida.
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Figura 2. Esquema simplificado de algunas de las vias que regulan la induccién de la autofagia.
Durante mucho tiempo se ha tenido a la quinasa mTOR como el principal inhibidor de la autofagia por
su accion sobre el complejo de ULK1. Pero mTOR no actua solo, sino que actua junto con las proteinas
Raptor, GBL y PRAS40 formando el complejo mTORcl. La accién de este complejo depende de la

mediante el complejo P13k de clase I, inducen la activacion de mTORc1. En cambio, un estado de
inanicidn lo bloquea, induciendo la autofagia. mTORc1 también puede ser inhibido por fdrmacos como
la Rapamicina, aunque se ha visto que no siempre resulta sensible. Otro factor que inhibe su accién es
AMPK, una quinasa que ademas activa al complejo de ULK1 en situacidon de disminucién del ratio
activacion del complejo ULK1 depende por tanto de estimulos de supervivencia celular. Por otra parte,
el complejo PI3K de clase Il (que se compone de Beclinl, Vps4, Atgl4L y Vps15), depende de la unidn
de Bcl2-BcIXL a Beclinl y de la accién de UVRAG. Las proteinas Bcl2 y BcIXL son miembros de una familia
relacionada con la apoptosis (muerte celular programada). Dentro de esta familia hay proteinas con
actividad prosupervivencia y otras con actividad proapoptdtica. Si bien tanto Bcl2 como BclXL tienen
actividad prosupervivencia, protegiendo a la célula de diversas alteraciones citotdxicas, su efecto
depende del nimero de moléculas que contrarresten su actividad. Adaptada de Choi M.D. et al (2013)
Autophagy in Human Health and Disease. N Engl j Med 7, 368.




3.2.  ELONGACION: DE FAGOFORO A AUTOFAGOSOMA 2% 24

La proteina ATG14L, miembro del complejo PI3K de clase llI, inicia el reclutamiento de la maquinaria
de ATG que participa en la elongacién del fagéforo, y su subsecuente transformacion en
autofagosoma. Son dos eventos los que principalmente se llevan a cabo de manera casi simultanea,
hablamos de la conjugacion Atg5-Atgl2 y el procesamiento de LC3 (Figura 3).

Esta etapa de elongacién del fagéforo y formacion del autofagosoma requiere una coordinacidn
altamente regulada de todas estas proteinas. Aun no estd del todo claro cudl es el mecanismo por el
cual las membranas adicionales (provenientes del resto de organulos membranosos) son enviadas y
fusionadas con el fagéforo, aunque recientemente se ha visto que la proteina ATG9 podria estar
involucrada en esta funcién.

| ATG5-ATGI2 conjugation system ™ - T
ATG7-ATG10 ATG|16L
ATGI2 ATG12-ATG5 —>ATG12-ATG5-ATG16L e e Elongation Matiiation
e | )
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!
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Figura 3. Reacciones que permiten la elongacién del fagéforo. En el recuadro superior vemos un
esquema de la conjugacion de ATG5 con ATG12. Lo que sucede es que ATG7 (enzima tipo E1) activa a
ATG12 de una manera dependiente de ATP al unir su residuo de glicina carboxiterminal. ATG12 es
entonces transferida a ATG10 (enzima tipo E2) que causa el enlace covalente de ATG12 a la lisina 130
de ATG5. Esta conjugacion ATG12-ATG5, que se da de forma constitutiva (independientemente de si
la autofagia esta inducida o no) se une de manera no covalente a un dimero de ATG16L, formando un
complejo que se asocia al fagéforo en elongacion. En el recuadro inferior vemos un esquema del
procesamiento de LC3. LC3B es una proteina citosélica asociada a microtubulos que se expresa en la
mayoria de tipos celulares. Con la induccion de la autofagia, ATG4 la corta por su extremo C-terminal
generando LC3B-I, que después es conjugada a fosfatidil etanolamina (PE) por la accion de Atg7 y Atg3
(enzima tipo E1) para formar LC3B-Il. LC3B-Il, reclutada por el complejo Atg5-Atgl2-Atgl6L, queda
anclada a las dos partes de la doble membrana del fagéforo en expansidn. Se cree que su papel es el
de mediar en la seleccion de la carga principal a degradar al interaccionar con moléculas como p62, las
cuales se unen a los agregados proteicos a través de enlaces de ubiquitina. Conforme el fagéforo va
creciendo y se aproximan sus extremos entre si para cerrarse y formar el autofagosoma, el complejo
Atg5-Atgl12-Atgl6L se disocia de la membrana externa. En cambio, las moléculas de LC3B-II
permanecen asociadas al autofagosoma maduro hasta justo antes de fusionarse con el lisosoma. En
ese momento las LCB-Il ancladas a la membrana externa son cortadas y liberadas de vuelta al citosol,
donde podran ser recicladas. Las LC3B-Il que queda en la parte interna de la membrana seran
degradadas. Adaptada de Choi M.D. et al (2013) Autophagy in Human Health and Disease. N Engl j
Med 7, 368.




3.3.  FUSION CON EL LISOSOMA Y DEGRADACION DE LA CARGA %728

Una vez formados, los autofagosomas son transportados por los microtubulos, gracias a proteinas
motoras, hasta las regiones celulares ricas en lisosomas.

La fusién puede darse de dos maneras: o bien el autofagosoma se fusiona primero con un endosoma
para formar amfisomas que acaban fusiondndose con los lisosomas; o bien se fusionan directamente
con los lisosomas. Entonces, se procede a la degradacién de la carga, que solo puede ser eficiente si el
pH lisosomal es el correcto (para lo cual se necesita la regulacidon de la proteina transmembrana
Presenilina 1) y si las enzimas degradativas (hidrolasas como la catepsina B, D y L) funcionan
correctamente. Las pequeiias moléculas resultantes de la degradacién son transportadas de vuelta al
citosol.

En el proceso degradativo se consumen los lisosomas, con lo que debe haber siempre suficientes para
gue se pueda fusionar con ellos los autofagosomas y no interrumpir la autofagia. El factor de
transcripcién EB (TFEB) ha sido identificado como un regulador clave en la biogénesis lisosomal, asi
como en la maduracién del autofagosoma, con lo que esta proteina resulta cumplir un papel
importante en la autofagia.

Esta etapa final de la autofagia esta mediada por VAMP3, VAMP7 y VAMPS8, miembros de la familia de
proteinas SNARE que se caracteriza por mediar eventos en los que se dan fusiones de vesiculas.

En concreto VAMP3 esta implicada en la fusién entre endosomas y autofagosomas para generar el
amfisoma. La fusidn del amfisoma, o directamente del autofagosoma, con el lisosoma esta mediada
por VAMP7 y VAMPS8, que se encuentran en la membrana lisosomal.

Para la correcta funcién de estas proteinas se necesita la regulacion de PICALM, de la cual hablamos
en el apartado que viene a continuacion.

4. FALLOS EN LA AUTOFAGIA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Las proteinas implicadas en el proceso de la autofagia que se han demostrado estar alteradas en AD
son Beclin1, PICALM y PSEN1 (Presenilina-1)® 12930 Aun asi, es importante sefialar que no en todos
los casos de AD se ha visto que lo que falle sea el mecanismo de la autofagia en si. Puede ocurrir que
la autofagia se esté dando solo a un nivel basal (por una constante actividad inhibidora de mTORc1)
donde su accidn no es suficiente. Esto ademads esta relacionado con que, conforme una persona
envejece, independientemente de si padece una enfermedad neurodegenerativa, la autofagia se va a
dar de manera menos eficiente.

BECLIN1 3%32

Se ha visto que los niveles de Beclin 1 se encuentran reducidos en las zonas afectadas del cerebro
de los pacientes con AD leve. Como ya hemos comentado, Beclin 1 es una proteina requerida en
las primeras etapas de la formacidn de los autofagosomas. Si este proceso se ve comprometido la
carga que no se llega a degradar promueve la agregacién de otros componentes intracelulares y
se puede convertir en una fuente de productos téxicos (como la produccién de ROS por
mitocondrias dafiadas). Asi pues, se da una agregacion de proteinas mal plegadas o tdéxicas, como
la beta-amiloide y la tau hiperfosforilada.



PICALM 4

PICALM es una proteina que se ha asociado a AD gracias a estudios GWAS. Se ha visto que PICALM
se encuentra anormalmente escindido (roto) en cerebros de pacientes con AD, resultando en una
disminucién del nivel de la proteina completa. Esta proteina es necesaria en la fusién del
autofagosoma con el lisosoma (por su interaccion con VAMP7 y VAMPS). Con la ausencia de
PICALM se observa una menor fusidn de los autofagosomas con los lisosomas, lo que resulta en
una reduccién general del flujo autofdgico y una acumulacion progresiva de los autofagosomas
(Figura 4). Esos defectos contribuyen a la acumulacién de Tau. La acumulacién de autofagosomas,
gue no se llegan a fusionar y por tanto no se degradan, es un problema por dos motivos: pueden
interferir por el trafico intracelular y ademds se pueden convertir en una fuente de productos
citotoxicos.

PRESENILINA-1 3334

Debido a que la proteina presenilina-1 es clave para la acidificacién del lisosoma, una disminucion
en los niveles de PSEN-1 va a alterar el pH de manera que, aunque se dé la fusidn autofagosoma-
lisosoma, no se va a poder degradar correctamente la carga. Esta discapacidad proteolitica genera
una acumulacién masiva de autofagolisosomas en las neuronas, tal y como se observa en el
cerebro de pacientes con AD en etapas avanzadas (Figura 4). En este caso, un peligro anadido a la
posible interferencia con el trafico celular es que, cuando los autofagolisosomas se quedan en el
citosol por un periodo de tiempo prolongado empiezan a desmenuzarse, y entonces se liberan las
enzimas lisosomales, lo que a menudo activa la muerte celular.

Figura 4. Acumulacién de autofagosomas en
biopsias neocorticales de pacientes con AD. Estos
cortes proceden de una regidn de la materia gris
denominada neuropilo que se compone de
abundantes terminaciones axdnicas, dendritas y sus
conexiones sindpticas. Podemos ver como el
citoplasma de esta neurona afectada por AD, esta
casi completo de autofagosomas de diferentes
tamafios y morfologias. Adaptado de Wegiel J. et al
(2005) Extensive involvement of autophagy in
Alzheimer disease: An immuno-electron microscopy
study -J Neuropathol Exp Neurol 64, 113-122

La PSEN-1 falla por una mutacidn en el gen que la codifica (situado en el cromosoma 1). Esta
mutacidn es frecuente en la forma familiar de la enfermedad de Alzheimer. Otra mutacidn
asociada con el AD familiar se encuentra en el gen que codifica la proteina precursora de amiloide
(APP), situado en el cromosoma 21. APP es una proteina transmembrana que afecta a la B-
catenina, anclandola al citoesqueleto de actina y desempefiando asi un importante papel en la
adhesion célula-célula.

Estas proteinas estan relacionadas entre si no solo por encontrarse mutadas en la AD familiar,
sino porque PSEN-1 (en complejo con una y-secretasa) es una de las moléculas que median la
sintesis del péptido AP (B-amiloide) a partir de su precursor APP (Figura 5).
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Ademas, también se ha visto que PSEN-1 regula la homeostasis del calcio en el RE, la cual se ve
desequilibrada cuando esta proteina falla. En AD, elevadas concentraciones de calcio citosolico
estimulan la agregacién de AB y afectan a la regulacion de diversas vias de sefializacion®.

Como vemos, las consecuencias de estos fallos son diversos. Podemos resaltar el problema de las
proteinas toxicas, dafladas o mal plegadas, que ante una disfuncidon autofagica se acumulan en el
citoplasma formando agregados que poco a poco se van convirtiendo en lo que conocemos como
placas seniles (por agregacidon de AB) y ovillos neurofibrilares (por agregacion de Tau hiperfosforilada)
caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer.

5. SOBRE LA ACUMULACION PROTEICA 1 634,35

5.1.  ACUMULACION DE BETA-AMILOIDE Y FORMACION DE PLACAS SENILES

Los péptidos AP son productos naturales del metabolismo que consisten en 36 a 43 aminoacidos. A
niveles fisioldgicos, la accion de los AB sinapticos modera la transmisién excitatoria y previene la
hiperactividad neuronal .En individuos sanos, los mondmeros de AP son mucho mds prevalentes que
las especies AB4; las cuales son propensas a formar agregados y son toxicas para las células.

Como ya hemos comentado, los péptidos AP se originan de la protedlisis de APP por una serie de
reacciones enzimaticas realizadas por el complejo y-secretasa-PSEN1 y la enzima BACE-1 (Figura 5).
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Figura 5. Procesamiento de la Proteina Precursora de Amiloide (APP). Se muestran las dos vias por
las cuales APP puede ser cortada. El proceso generador de amiloide tiene lugar en las balsas lipidicas
(lipid raft en inglés), que son unas zonas de la membrana enriquecidas en esfingomielina, colesterol y
proteinas ancladas a GPI (glicosil fosfatidil inositol), que se caracterizan por una menor fluidez. En esta
situacién la accion de la enzima BACE-1 corta a APP de manera que queda dividida en sAPPB y un
fragmento de 99 aminodcidos que llamamos C99. Este fragmento bajo la accién de un complejo y-
secretasa se separa para formar por una parte el péptido AB y por la otra el dominio amiloide
intracelular AICD. Este dominio de aproximadamente 50 aminodcidos es liberado al citosol antes de
ser llevado al ntcleo donde activa la transcripcion de distintas moléculas sefal. En la parte izquierda
de la imagen se muestra como se procesa APP cuando no esta insertada en una zona de balsa lipidica,
donde la accién de las enzimas a-secretasa y y-secretasa acaba formando dos fragmentos no
amiloides. Adaptado de Querfurth H et al (2010) Alzheimer’s Disease. N Engl J Med 44, 329-362
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Un desequilibrio entre la producciény la degradacidn con la subsecuente agregacion del péptido, hace
que AB se acumule, y se postula que este exceso podria ser el factor que inicia la enfermedad de
Alzheimer. A esta teoria se le llama “hipdtesis amiloidal”.

AP se auto-agrega de forma espontdanea en una multitud de formas fisicas distintas que coexisten.
Puede formar oligomeros (de 2 a 6 peptidos), que se unen en agregados intermedios, o también puede
crecer en forma de fibrillas, las cuales se organizan ellas mismas en ldaminas beta para formar las fibras
insolubles de las placas de amiloide avanzadas conocidas como placas seniles (Figura 6).

; ,',;i ' z : : 27 v i Figura 6. Placas seniles en el neuropilo de paciente con
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Los oligomeros solubles y los amiloides intermedios son las formas mas neurotdxicas de AB. De hecho,
la gravedad del defecto cognitivo en AD se correlaciona con los niveles de oligomeros en el cerebro, y
no con la cantidad de AP total. El efecto téxico de estas formas de AR se manifiesta en/por la
generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS), y dafio mitocondrial, puesto que
este péptido inhibe enzimas mitocondriales importantes. El resultado final es la induccién a la
apoptosis.

En el inicio de la muerte neuronal se libera AP al medio extracelular, el cual se acumula formando las
denominadas placas seniles. Se cree que entonces los astrocitos y las microglias (dos tipos de células
de la glia) articulan/emiten una respuesta inflamatoria para limpiar los agregados amiloides que en
cambio resulta en una destruccion de las neuronas adyacentes, sus axones y sus dendritas. Otro
aspecto a tener en cuenta es que AP podria actuar él mismo como agente pro-imflamatorio, y esta
neuroinflamacidn contribuye al dafio neuronal. Ademds el AB puede entrar en otras neuronas y acabar
dafidndolas.

5.2.  ACUMULACION DE TAU Y FORMACION DE OVILLOS NEUROFIBRILARES 3

Los ovillos neurofibrilares son un conglomerado anormal de proteinas compuesto por pequefias
fibrillas entrelazadas dentro de las neuronas piramidales. Se dan en AD y otras enfermedades
neurodegenerativas conocidas como tautopatias. El nimero de ovillos neurofibrilares es un marcador
patoldgico de la gravedad de AD.

El mayor componente de los ovillos es una forma anormalmente hiperfosforilada y agregada de la
proteina Tau. Esta es una proteina soluble que en condiciones fisioldgicas es abundante en los axones
y promueve la estabilidad y ensamblado de los microtubulos y el transporte vesicular.

La forma hiperfosforilada de Tau, en cambio, es insoluble y carece de afinidad por los microtubulos,
por lo que se auto-asocia en estructuras helicoidales filamentosas que finalmente formaran los ovillos
(Figura 7).
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Se piensa que estos ovillos neurofibrilares interfieren con el transporte axdnico normal de los
componentes que resultan necesarios para una correcta funcién neuronal (como vesiculas sinapticas
con neurotransmisores o factores neurotroéficos), causando fallo sinaptico y eventualmente la muerte
celular de las neuronas, dafiando con esto la cognicion.
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Figura 7. Funcidn y estructura de la proteina Tau. La unién de Tau a los microtibulos promueve su
estabilidad, y cuando se ve hiperfosforilada (por una excesiva actividad de las quinasas o deficiente
actividad de las fosfatasas) la proteina se empieza a agregar entre si misma y provoca el desembalaje
de los microtubulos y la formacidn de los ovillos neurofibrilares. Recuadro: De la proteina Tau se puede
destacar sus cuatro secuencias repetidas (R1-R4) que forman el dominio de unién al microttubulo
(MBD) en el cual esta la secuencia consenso KXGS, susceptible a fosforilaciones. La fosforilacién normal
de Tau tiene lugar en los residuos Serina214 y Treonina403. Cuando los aminoacidos Ser (S) y Thr (T)
van seguidos de Prolina (P), son fosforilados por las quinasas GSK-3 y Cdk5 (y su subunidad activadora
p25 o MAPK), lo que resulta en una hiperfosforilacion de Tau. En el recuadro también se muestran las
quinasas Fyn, PKA, PKB, CaMKIl y MARK. Adaptado de Querfurth H. et al (2010) Alzheimer’s Disease. N
Engl J Med 44, 329-362

Vamos a ver a continuacion con mas detalle las consecuencias de estos agregados proteicos que ya
hemos ido nombrando. Hablamos del fallo mitocondrial (y subsecuente fallo energético y estrés
oxidativo), la alteracién del transporte axdnico y el fallo sindptico, que llevan a la disfuncién cognitiva.
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6. CONSECUENCIAS DE LA AGREGACION PROTEICA 63544

6.1. FALLO ENERGETICO, ESTRES OXIDATIVO Y DANO MITOCONDRIAL 3740

Ya hemos comentado con anterioridad que el péptido AB inhibe varias enzimas mitocondriales
esenciales para el funcionamiento del orgdnulo. La enzima citocromo c oxidasa (complejo 1V) se ve
especialmente atacada, alterandose con ello el transporte de electrones (fosforilacidon oxidativa). Es
importante sefialar que las mitocondrias dafiadas, dado que la autofagia es disfuncional, suelen
acumularse en las zonas de sinapsis, generando con ello el fallo sinaptico.

La interrupcion de la fosforilacidon oxidativa afecta a la mitocondria principalmente de tres maneras:

Se da una reduccién en la produccién de ATP, lo que genera un fallo energético que impide
gue se lleven a cabo muchas reacciones fundamentales para la supervivencia celular.

Disminuye el consumo de oxigeno como receptor de electrones, por lo que éste se reduce a
anion superoxido (radical libre) comenzando asi la formacidn de ROS. Estas especies reactivas
causan estrés oxidativo y diversos dafios moleculares. Por ejemplo, la peroxidaciéon de los
lipidos de membrana produce aldehidos téxicos que dafan varias enzimas importantes.

Desequilibra el potencial de membrana, dandose un aumento en la permeabilidad para el
calcio y otros iones. Elevados niveles de iones como el hierro, el cobre y el aluminio
interaccionan con las especies reactivas de oxigeno mediando el dafio neuronal. También
promueven un aumento en la fosforilacion de Tau. Por su parte, niveles altos de calcio
citosdlico promueven una mayor agregacion de AR y sintesis de APP.

Todo esto se agrava por el hecho de que AB por si solo ya es un potente generador de ROS y RNS, y
ademads modifica los canales de calcio del RE y de la membrana plasmatica, aumentado aln mas los
niveles de este ion en el citosol. Puesto que el calcio es clave en muchas vias de sefializacién, la
alteracion de su homeostasis contribuye a la progresiva degeneracién neuronal y cognitiva.

6.2. DEFICITS EN EL TRANSPORTE AXONICO #+43

Podemos distinguir dos tipos de transporte axénico segin en el sentido en que se recorran los
microtubulos. El transporte anterdgrado se da desde el cuerpo celular hasta las terminaciones del
axon. En él participan distintas proteinas de la familia de las kinesinas, que suelen transportar
mitocondrias, vesiculas o enzimas. Recientemente se ha visto que APP, BACE-1 y PSEN-1 también
participan en este tipo de transporte con el objetivo de liberar AB y otros derivados proteoliticos en la
zona de la sinapsis. Por su parte, el transporte retrogrado se da de las terminaciones del axén hacia el
cuerpo de la neurona. En este caso participan proteinas de la familia de las dineinas y suelen
transportar material exdgeno absorbido, membranas vesiculares degradadas o factores neurotroéficos.

En la enfermedad de Alzheimer encontramos una reduccién en el transporte axénico debido a la
hiperfosforilacidn y agregacidn de Tau. Esta forma anormal de la proteina la hace incapaz de estabilizar
y mantener el espacio correcto entre microtubulos, provocando su desembalaje y dejando por tanto
a las kinesinas y dineinas sin via por la que transportar la carga.

Asi, un fallo en el transporte causa la acumulacion de vesiculas, proteinas motoras y APP a lo largo del
axon, causando la deposicion local de AR e inflamacidn. Algunas de estas vesiculas son autofagosomas,
que no llegan a fusionarse con los lisosomas de las zonas de sinapsis, agravando la situacion.
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6.3.  FALLO SINAPTICO

Las sinapsis es un proceso que permite el paso de informacidn, de una neurona a otra, al transformar
una sefial eléctrica en otra quimica. Se lleva a cabo mediante la liberacidn de vesiculas contenedoras
de neurotransmisores desde la terminacidn de la neurona pre-sinaptica hasta la de la post-sindptica.
Estas vesiculas también pueden contener neurotrofinas, que son una familia de proteinas que
promueven la proliferacion, diferenciacidén y supervivencia de las neuronas y las células de la glia.
Ademas median el aprendizaje, la memoria y el comportamiento.

El envejecimiento causa pérdida sindptica, afectando en particular a la regién dentada del hipocampo.
En los pacientes con deterioro cognitivo leve (MCI, por sus siglas en inglés), un déficit cognitivo que a
menudo precede a la demencia, las sinapsis del hipocampo contemplan una reduccidén adn mayor?. En
la fase moderada de la enfermedad de Alzheimer se da ademas una disminucién de alrededor del 25%
de sinaptofisina. Esta es una proteina pre-sindptica que en una situacion fisiolégica interacciona con el
calcio para inducir la liberacion de los neurotransmisores. En la enfermedad de Alzheimer, los
oligomeros de AR alteran los distintos receptores de tal manera que cesa la liberacion de
neurotransmisores y neurotrofinas (Figura 8). Esto resulta en fallo sindptico (donde se ven inhibidas
muchas de las moléculas sefial que son importantes para la memoria), pero no siempre tiene porque
desencadenar la muerte celular. Asi, en la fase avanzada de AD se ha visto que el nimero de sinapsis
perdidas estd en desproporcidon con el nimero de neuronas perdidas, es decir, se muestra que no se
pierden tantas neuronas como se pierden sinapsis.
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Figura 8. Disfuncion sinaptica en la enfermedad de Alzheimer. AB suprime la transmisidn nerviosa al
facilitar la endocitosis de NMDAr y AMPAr (receptores post-sinapticos para el neurotransmisor
glutamato) y al unirse a otros receptores y canales, bloqueando su accidn. Hablamos de los receptores
post-sinapticos de neurotrofinas trkBry p75NTr, el receptor de acetilcolina nicotinica nAChr, y el canal
VGCC mediante el cual altera el balance de calcio. Todos estos receptores son esenciales para el
procesamiento cognitivo, con lo que su bloqueo en la enfermedad de Alzheimer causa
neurodegeneracion. Adaptado de Querfurth et al(2010) Alzheimer’s Disease. N Engl J Med 44, 329-362
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7. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL ALZHEIMER %

7.1. ESTRATEGIAS ENFOCADAS A LA MEJORA DE LA AUTOFAGIA 2% 30

La orientacion terapéutica actual de la autofagia en la enfermedad de Alzheimer esta limitada por una
comprension incompleta de cémo el proceso contribuye a la patogénesis en cada caso, la escasez de
compuestos especificos que influyan en la autofagia, y la disponibilidad limitada de terapias candidatas
con eficacia clinica.

Parece ser que, en la primera fase de AD (Alzheimer leve), el tratamiento con agentes inductores de
autofagia puede prever la acumulacidn de placas y ovillos al degradar estos agregados. Sin embargo,
la promocidn autofdgica puede agravar la patologia de los estados avanzados de AD, donde la fusidn
autofagosoma/lisosoma o la funcion lisosomal estd dafiada (se daria una mayor acumulacién de
vesiculas). Asi, las estrategias que mejoren la fusién autofagosoma/lisosoma y la actividad lisosomal
seran esenciales para las terapias de AD avanzados.

Al idear las estrategias también hay que tener en cuenta que muchas proteinas autofagicas y farmacos
inhibidores, pueden afectar a otros procesos biolégicos; con lo que el disefio de agentes terapéuticos
es complicado.

EL PROBLEMA DE LA INHIBICION DE mTORC1 “°

Como ya hemos comentado al principio del apartado 4, en muchos casos ocurre que el
problema de los agregados proteicos viene de que la autofagia se da a un nivel basal en vez de
verse estimulada. Esto se debe a una constante actividad inhibidora de mTORc1. Por este
motivo, la inhibicidn del complejo mTORc1 ha sido, durante mucho tiempo, el principal objeto
de estudio en el campo de la regulacion autofdgica como estrategia terapéutica en
neurodegeneracion.

El primer farmaco que se identific6 como inductor de la autofagia por inhibicion de mTOR fue
la Rapamicina. Aunque después se ha visto que su inhibicidn no es total, se ha demostrado en
varios modelos animales que este inmunosupresor disminuye los niveles cerebrales del
péptido neurotdxico APa4; y atentia la acumulacidn de tau hiperfosforilada. Asi, este farmaco
podria ayudar a los pacientes que estdn en las primeras fases de la enfermedad #” *¢. También
debemos hablar de una pequefia molécula activadora de la Rapamicina, SMER28, que
disminuye considerablemente los niveles de AB y APP*C.

Poco a poco se han ido identificando otros compuestos inhibidores de la accién de mTOR. Un
ejemplo es el farmaco Latrepirdine®!, también conocido como Dimebon, que ademés se ha
visto implicado en el metabolismo de APP. Como resultado estimula la autofagia y reduce la
neuropatologia de AB. Actualmente se encuentra en fase Ill de ensayo clinico. Por su parte, el
agonista de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), Metformina, que inhibe la hiperfosforilacién de
Tau tras inhibir el complejo mTORc1, estd en fase Il de ensayo clinico®2.

Pese a los buenos resultados que estas moléculas estan dando en la patologia del Alzheimer,
el uso de estos farmacos muestra distintos efectos secundarios en los pacientes, incluyendo
inmunosupresidn y problemas en la cicatrizacién. Esto es debido a que mTOR tiene otras
funciones independientes de la autofagia, con lo que su inhibicidn perjudica a otros sistemas.
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INDUCCION DE LA AUTOFAGIA POR ACTIVACION DE AMPK ©

La autofagia también puede ser inducida activando la quinasa AMPK. Recientemente, varios
experimentos y ensayos clinicos sugieren que el litio puede mejorar la patogénesis de AD al
actuar en una combinacion de mecanismos que induce la activacion de AMPK, y por tanto la
del complejo ULK1 induciendo la autofagia. Se ha mostrado neuroprotector en diversos
modelos animales, donde ademas se observé un aumento en el nimero de mitocondrias y
neuronas. También se ha visto como una administracién diaria en pacientes humanos consigue
retrasar la progresién de la enfermedad.>?

Por su parte el Resveratrol y sus analogos RSVA314 y RSVA405, llevan a cabo una serie de
acciones moleculares que incluyen la activacion de AMPK y muestran un efecto protector
contra el Alzheimer 4.

El Resveratrol es un compuesto fendlico (abundante en el vino tinto y las uvas y numerosas
frutas) que debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, es usado como terapia
alternativa en varias patologias como el cancer o enfermedades cardiovasculares. Debido al
estrés oxidativo que se genera en el cerebro de los pacientes con enfermedad de Alzheimer,
se considerd el uso de Resveratrol como terapia. En modelos animales se ha visto que el
Resveratrol reduce la neurodegeneraciéon en el hipocampo y el déficit en el aprendizaje tras
bajar los niveles de péptido AB intracelular®®. Hoy sabemos que esto es debido a su implicacién
en la activacién de AMPK®4. Actualmente se encuentra en ensayos clinicos en fase lll para tratar
pacientes con AD leve y moderada.

ESTRATEGIAS ENFOCADAS A RESOLVER EL PROBLEMA LISOSOMAL

En los casos en los que el fallo estda en la dltima fase del proceso de macroautofagia, el
tratamiento dptimo seria el de mejorar la funcién lisosomal.

Actualmente se estd estudiando el factor de transcripcién TFEB *¢ (cremallera de leucina de la
familia MiT), en el que se ha visto que una sobreexpresion lo trasloca al nicleo y promueve la
biogénesis lisosomal. Asi, los nuevos y sanos lisosomas pueden mediar en la retirada de los
autofagosomas acumulados y llevar a cabo la correcta degradacién de la carga. Sin embargo,
no esta claro por cuanto tiempo se puede mantener esta sintesis adicional de lisosomas. Otra
funcién que se ha visto es que induce y enlaza los diferentes tipos de autofagia.

En el modelo de ratén rTg4510 se ha observado que al inducir la autofagia a través de la
expresion exdgena de TFEB en el cerebro, la patologia causada por tau se ve disminuida, asi
como la neurodegeneracion general y los déficits en el comportamiento 7. Asi mismo, en el
modelo de ratén APP/PS1 la expresién de TFEB en los astrocitos facilita la reduccion de las
placas de AB. Esto se da tanto por la induccién de la degradacién lisosomal como por la
induccion del consumo del péptido por los astrocitos®®. En este mismo modelo de ratén
también se ha probado con inyecciones de virus adeno-asociados (AAV)-TFEB bajo un
promotor de citomegalovirus (CMV). Se ha observado una reduccion de APP por su
degradacion en los lisosomas, y con esto, una menor produccién de AB y de formacion de
placas *°.

Otro compuesto relacionado con la funcién lisosomal es la Nicotinamida o Niacina. Se trata
de una vitamina hidrosoluble que actia en el metabolismo celular como grupo prostético de
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distintas coenzimas. Sus derivados son NADH y NADPH, esenciales en el metabolismo
energético de la célula y en la reparacién del ADN.

El uso de Nicotinamida como terapia previene la patologia y la disminucidn cognitiva al mejorar
la acidificacién del autofagolisosoma (lo que reduce la acumulacién de autofagosomas vy la
correcta degradacion de la carga) en modelos de ratén para la enfermedad de Alzheimer.
Actualmente se encuentra en la fase | de ensayo clinico .

7.2.  OTRAS ESTRATEGIAS

TERAPIAS ENFOCADAS A LA DISMINUCION DE LOS AGREGADOS PROTEICOS DE UNA MANERA
INDEPENDIENTE DE LA AUTOFAGIA 3661

Como los problemas de la enfermedad de Alzheimer se han visto relacionados con la
agregacion proteica, la estrategia se ha enfocado sobre todo en disgregar estas agregaciones.
Por tanto, diversos tratamientos estdn enfocados a combatir la agregacidn de las proteinas AR
y tau hiperfosforilada. En ambos casos se juega tanto con un aumento de su degradaciéon como
con una disminucién de su produccion.

En el caso de AB lo que se propone para disminuir su produccién es disefiar farmacos que
inhiban las secretasas y y B, encargadas de formar el péptido a partir de su precursor APP.
Aungque estas enzimas estdn identificadas desde hace tiempo, ha sido complicado desarrollar
farmacos que inhiban la rotura de APP sin afectar la rotura de otros sustratos. De hecho, un
ensayo clinico en fase lll fue suspendido recientemente porque como efecto secundario se
daba un dafio cognitivo ain mayor en los pacientes 2. Otra estrategia que se propone es la de
modaular el corte de la y-secretasa sobre APP para que en vez de producir ABs; se produzcan
péptidos mas cortos, que resultan menos toxicos (aunque no podemos asegurar que no
contribuyan a una disfuncién neuronal) ®* . Por esto, lo que se estd intentando conseguir son
inhibidores de y-secretasa y B-secretasa que resulten seguros y eficaces.

Los tratamientos ideados para disminuir la cantidad de AB mediante la induccion de su
degradacion, se han disefiado entorno a un experimento en ratén que demostré cémo la
inmunizacidn activa contra AB quitaba las placas de amiloide . En cambio, un ensayo clinico
de inmunizacién activa en humanos tuvo que ser detenido por los efectos secundarios
inmunopatoldgicos®®. Otro ensayo de inmunizaciéon pasiva por infusiones repetidas de
anticuerpo monoclonal anti-AB, fue mds tolerado pero también dejé efectos secundarios
incluyendo edemas vasogenicos y micro-hemorragias en una parte de los pacientes®’.
Actualmente este estudio estd en fase Ill, pero se necesita una mayor investigacién para
evaluar el potencial terapéutico y la seguridad de estas estrategias.

En el caso de Tau, el nUmero de ensayos clinicos llevados a cabo es mucho menor. No obstante,
el interés en enfocar la estrategia terapéutica hacia esta proteina ha aumentado en los ultimos
afios en parte por las dificultades encontradas en las terapias contra AB.

En pacientes con AD, el azul de metileno mostré una ralentizaciéon en la progresion de la
enfermedad en un ensayo clinico en fase Il. El azul de metileno inhibe la interaccién tau-tau, y
ademas se cree que puede reducir la forma soluble de tau a través de otros mecanismos. Esta
planificada una fase Ill del ensayo clinico con una nueva formulacién del azul de metileno®.
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Otra estrategia terapéutica para tau es la de inhibir las quinasas que participan en su
hiperfosforilacion. Sin embargo, dado que estas quinasas tienen otros substratos ademads de
tau, hay una gran preocupacién sobre la seguridad de estos inhibidores. Por ahora ningln
inhibidor de quinasas ha llegado a fases avanzadas de ensayo clinico en AD.

La degradacion de tau puede verse inducida por una inmunizacién activa. Se ha visto que
reduce el nimero de filamentos y la disfuncién neuronal en ratones . El mecanismo por el
cual los niveles de esta proteina intracelular son disminuidos no se conoce, pero puede que
tengan que ver con la degradacion lisosomal.

También sefialar la estrategia enfocada a estabilizar los microtubulos. Un ejemplo es el uso de
Epotilona D, que aumenta el nimero de microtibulos y mejora la cognicion en modelos de
ratén’®. Asi mismo, el péptido natriurético atrial (NAP) estabiliza los microttbulos y reduce la
hiperfosforilacion de tau, lo que sugiere que los compuestos estabilizadores de microtibulos
pueden tener mas de un mecanismo de accién. NAP puede ser administrado de manera
intranasal y ha mostrado eficacia en ensayos clinicos en fase 1171

Por ultimo comentar el uso de Zinc para tratar AD. La suplementacién con el ion Zn?* en un
modelo de ratén de la enfermedad de Alzheimer ha conseguido mejorar la funcién
mitocondrial y disminuir la cantidad de AP y Tau en el hipocampo. El problema es que la
quelacién del Zinc parece tener efectos téxicos en algunos tipos celulares.

TERAPIAS ENFOCADAS AL CONTROL DE LOS SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD 3°

Aunque no hay cura para la enfermedad de Alzheimer, desde hace tiempo existen
medicamentos que ayudan a controlar los sintomas. Actualmente el pilar de la terapia para AD
son los fdrmacos que tienen como objetivo el sistema de neurotransmisores y neurotrofinas
en el cerebrol. Hemos de decir que estos tratamientos no ralentizan la progresién de la
enfermedad ni revierten su curso.

Ya hemos comentado en el apartado 6.3. que los niveles de receptores de neurotrofinas en las
neuronas colinérgicas estdn severamente reducidas en los pacientes con AD avanzado. Asi, los
niveles de neurotrofinas, como BDNF, se encuentran disminuidos. En modelos de ratén y
primates no humanos se ha visto que un tratamiento con BDNF mantiene la supervivencia
neuronal, la funcién sindptica y la memoria. Otra soluciéon es la inyeccidn de factor de
crecimiento nervioso (NGF), que se ha visto como restaura las neuronas en modelos animales.
La fase | de ensayo clinico para tratamiento de Alzheimer con NGF ha mostrado una mejora en
la cognicidn y el metabolismo del cerebro.

Otros receptores afectados en AD son los receptores de acetilcolina, esenciales para el

procesamiento cognitivo. Este fallo se correlaciona con los primeros sintomas cognitivos de la
enfermedad de Alzheimer. Los inhibidores de la acetilcolinesterasa (enzima que hidroliza el
neurotransmisor Ach) interfieren con la degradacion de la acetilcolina, aumentando asi los
niveles del neurotransmisor en la sinapsis. Esto ayuda a mejorar la funcién de la memoriay la
atencion en los pacientes con AD, aunque pierden eficacia con el tiempo.
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8. CONCLUSION

Puesto que la autofagia mantiene la homeostasis en la célula y garantiza su supervivencia, un fallo en
su regulacién o en alguno de los pasos de la formacion del autofagolisosoma, resulta en un
desequilibrio que se ha visto relacionado con la enfermedad de Alzheimer. Para poder abordar esto,
es esencial conocer el mecanismo por el que la autofagia actua, asi como sus vias de regulacién.

Desde que Yoshinori Ohsumi (Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2016) descubriera parte de los
genes implicados en la autofagia y esclareciese parte de su mecanismo molecular, demostrando la
relevancia de este proceso, ha aumentado considerablemente nuestro entendimiento de la autofagia.
Aun asi, la interaccién entre los diferentes complejos reguladores involucrados y los mecanismos
especificos de la biogénesis del autofagosoma, su transporte y su fusién, necesitan una mayor
investigacion.

De la misma manera, la falta de entendimiento sobre la primera etapa de la enfermedad de Alzheimer,
es el mayor obstaculo para el desarrollo de nuevas terapias. Si que se ha visto que las acumulaciones
proteicas comienzan mucho antes de que se manifieste la enfermedad. Hablamos de afios e incluso
décadas. Por esto es tan importante la detecciéon temprana de las agregaciones, y su intervencién
terapéutica correspondiente. El refinamiento de biomarcadores y procedimientos de diagndstico
permitira a los investigadores identificar los individuos en riesgo (como por ejemplo las personas que
sufren MCI) antes de que se manifiesten problemas cognitivos severos. Para esto, los esfuerzos en
conseguir mejores biomarcadores deben continuar.

Una vez se manifiesta la enfermedad, el tratamiento debe enfocarse segln la fase en la que se
encuentre. Por ejemplo, una terapia de induccién a la autofagia en un paciente de AD severa donde lo
que falla es la funcién lisosomal, solo agravaria la patologia. En cambio, si se combina el tratamiento
de induccidn autofagica con otro de mejora lisosomal, como puede ser el uso de TFEB, tal vez se
obtendrian buenos resultados. Asi, algo importante por explorar es la combinacién de las distintas
terapias o el uso de farmacos que tengan como diana mas de un factor molecular relacionado con la
enfermedad.

Por ultimo decir que dentro de las terapias enfocadas a la alteraciéon de la autofagia también seria
interesante tener en cuenta los distintos tipos de autofagia que coexisten en la célula.
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