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Resumen

Introduccion: Las enfermedades poliglutaminicas constituyen un
grupo de afecciones neurodegenerativas aun incurables, causadas
por la expansion de repeticiones CAG. En los ultimos anos se ha
demostrado que la autofagia forma parte del proceso fisiopatoldgico
asociado a enfermedades poliglutaminicas.

Objetivos: Revisar los hallazgos més recientes en torno a la
asociaciénde la autofagia al proceso fisiopatoldgico en enfermedades
poliglutaminicas, destacando el alcance de estos descubrimientos
para la concepcién y desarrollo de estrategias terapéuticas para el
tratamiento de pacientes afectados.

Métodos: Se realiz6 una busqueda de investigaciones publicadas
en las bases de datos PubMed, HINARI, EBSCO y Highwire Press, a
través del uso de palabras clave relevantes al tema.

Resultados: Se incluye una actualizacion de los estudios publicados
gue han analizado distintos aspectos de la autofagia en el contexto
de enfermedades poliglutaminicas. Se abordan los mecanismos
implicados y la utilidad de la estimulacion de la autofagia como
estrategia terapéutica potencial.

Conclusiones: La diversidad de vias a través de las cuales la
autofagia puede ser estimulada, incrementa las probabilidades de
éxito de la modulacién de la autofagia como estrategia terapéutica
para enfermedades poliglutaminicas; no obstante, la eficacia y
seguridad de los candidatos terapéuticos identificados para el
tratamiento de enfermedades poliglutaminicas deben ser evaluadas
con mayor profundidad.
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Abstract

Introduction: Human polyglutamine
disorders encompass a group of still incurable
neurodegenerative diseases caused by the
pathogenic expansion of CAG repeat sequences
in the coding regions of novel genes. Recently,
it has been showed autophagy as part of the
pathophysiologic  process associated  with
polyglutamine disorders.

Objective: To review recent findings relative
to the association of autophagy and the
pathophysiologic process of polyglutamine
disorders, highlighting the significance of such
discoveries for the design and implementation of
therapeutic strategies focused on the treatment of
affected patients.

Methods: A searchfor research papers was made
in PubMed, HINARI, EBSCO and Highwire Press
databases by using key words relevant to the topic.

Results: A review of research concerning
different aspects of autophagy and in the context
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of polyglutamine disorders is here provided. The
involved molecular mechanisms and the potential
therapeutic usefulness of the stimulation of
autophagy are discussed.

Conclusions: The diversity of pathways
through which autophagy can be stimulated;
increases the probabilities of succeed by using
autophagy modulation as a therapeutic strategy
for polyglutamine disorders. Nevertheless, further
research should be conducted to assess the efficacy
and safety of autophagy modulating candidate
drugsfor the treatment of polyglutamine disorders.
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Introduccion

Las proteinopatias como las enfermedades
de Alzheimer y Parkinson, las taupatias, la
esclerosis lateral amiotréfica y las enfermedades
poliglutaminicas, comparten varias caracteristicas
patogénicas entre las que destaca la formacién
de agregados proteicos extra o intracelulares.
Dichos agregados proteicos estan constituidos

esencialmente por proteinas mutantes con
plegamiento inadecuado y aparecen en
las poblaciones neuronales que resultan

preferencialmente afectadas como derivacién
del proceso patoldgico.! En particular, las
enfermedades poliglutaminicas (poliQ) como
enfermedad de Huntington (HD), Atrofia Muscular
Espinobulbar (SBMA), Atrofia Dentatorubral-
Palidoluysiana(DRPLA),Ataxias Espinocerebelosas
(SCAs) tipos 1, 2, 3 o enfermedad de Machado-
Joseph (MJD), tipos 6, 7 y 17, se caracterizan por
ser eminentemente neuroldgicas, por seguir un
patrén neuropatolégico especifico y por mostrar
inclusiones citoplasmaticas o intranucleares
como caracteristica histopatolégica unificadora.
Dada la comunidad de rasgos que caracterizan a
estas enfermedades, se presume que compartan
mecanismos fisiopatoldgicas similares.®2

Recientemente se ha implicado a la autofagia en los
procesos fisiopatoldgicos de varias enfermedades
poliglutaminicas.

Esta revision persigue el objetivo de sistematizar
los hallazgos mas recientes en torno a la asociacion
de la autofagia al proceso fisiopatoldgico en
enfermedades poliglutaminicas y evaluar el alcance
de estos descubrimientos para la concepcion y
desarrollo de estrategias terapéuticas para el
tratamiento de pacientes afectados.

Autofagia: definicion, tipos, maquinaria y
rutas de regulacion

El término autofagia hace referencia a todos los
procesos en los cuales el material intracelular
es degradado dentro del complejo lisosoma/
vacuola donde se reciclan los constituyentes

macromoleculares.® La autofagia es un mecanismo
conservado en el curso de la evolucion en células
eucariotas. Si bien en levaduras la autofagia es
un proceso activo solamente bajo condiciones
de inanicién, en mamiferos ocurre de modo
constitutivo. De hecho, en la mayoria de las células
de mamiferos existe un nivel basal de autofagia,
que probablemente refleje su rol en el reciclaje de
proteinas de larga duracién y en la degradacion de
estructuras danadas, y que pudiera ser responsable
del rol anti-envejecimiento de la autofagia.*

Se han identificado y caracterizado tres tipos de
procesos autofagicos: micro-autofagia, autofagia
mediada por chaperonasy autofagiaclasicao macro-
autofagia. Enla micro-autofagiala propia membrana
lisosomal se invagina o evagina para engullir
porciones del citosol, inclusiones u organelos;
a diferencia de la macro-autofagia, no existe
formacién de una doble membrana citoplasmatica
para el secuestro del material a degradar. Por su
parte, la autofagia mediada por chaperonas es
selectiva para un grupo de proteinas citosélicas
solubles que contienen la secuencia de aminoacidos
KFERQ, reconocida por la chaperona HSP70 y co-
chaperonas relacionadas; a diferencia de la macro-
autofagia, la autofagia mediada por chaperonas no
requiere la formacion de vesiculas intermediarias.®
La macro-autofagia (autofagia, propiamente dicho)
es un mecanismo vacuolar de auto-digestion,
responsable de la eliminacién lisosomica de
proteinas de larga duracién, mas del 90% de las
proteinas celulares, agregados macromoleculares
y organelos dafados. Aun cuando la autofagia
fue inicialmente descrita como un mecanismo de
degradacién inespecifico, se han identificado varias
formas selectivas de autofagia que son especificas
para el reticulo endoplasmico (REfagia), ribosomas
(ribofagia), mitocondrias (mitofagia) o agregados
proteicos (agrefagia).®

El proceso de autofagia consta de cuatro etapas:
iniciacion (induccion), nucleacidon (formacion de la
membranadeaislamiento),expansion (elongacidénde
los autofagosomas), y maduracion del autofagosoma
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Figura 1. Proceso de autofagia.

(Figura 1A). La autofagia es inducida por una serie
de estimulos entre los que se incluyen sefales
nutricionales, factores de crecimiento, Ca%+, ATP,
cAMP, hormonas y la acumulacién de proteinas bajo
condiciones fisiolégicas o patolégicas y su iniciacion
puede transcurrir por una ruta dependiente de
la proteina diana en mamiferos de la rapamicina
(mTOR), la cual es un sensor central del estado
energético celular, de factores de crecimiento y de
sefales nutricionales, o por una ruta alternativa
independiente de mTOR que involucra a la ruta de
sefalizacion cAMP/Epac (proteina de intercambio
directamente activada por cAMP)/Rap2 (GSTasa
semejante a Ras)/PLC (fosfolipasa C) o alainhibicién
de la calpaina.®* La regulacion del pH a través de las
proteinas NHE1 y NHE5 también tiene un rol en
la regulacién de los niveles basales de autofagia, lo
que pudiera ser mediado por mecanismos similares
a los implicados en la autofagia inducida por déficit
energético a nivel celular.®

Durante la fase de iniciacion, la mTOR es inhibida
en el complejo mMTORC1, que consiste ademds de
la proteina interactiva de mTOR contentiva del
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dominio DEP (DEPTOR), la proteina reguladora
asociada a mTOR (RAPTOR), PRAS40 y GEL.
Como resultado, la ULK1 fosforila a las proteinas
FIP200 y ATG13 miembros del complejo ULK y
regula el trafico de la ATG9 vy la translocacién del
complejo de la fosfatidil-3-inositol quinasa clase Ill
(PIK3C3) desde los microtubulos hasta el reticulo
endoplasmatico rugoso, a través de la fosforilacion
de AMBRA1. El complejo Beclina 1/PIK3C3, que
incluye ademas a las proteinas AMBRA1, p150,
UVRAG Y ATG14,tiene unrol central durante lafase
de nucleacion. El fosfatil-inositol-3-fosfato (PI3P)
inducido por la PIK3C3 recluta otras proteinas
ATG (DP1, WIPI 1-4, mATG2, VMP1 y ATG9) en el
sitio de ensamblaje del fagéforo o membrana de
aislamiento. La beclina 1 promueve la actividad
quinasa de la PIK3C3 a través de su interaccién con
Atgl14, UVRAG o con Bifl a través de UVRAG, y
también regula negativamente la autofagia a través
de su interaccion con las proteinas anti-apoptéticas
BCL2 y BCL-XL. La elongacién del fagéforo
alrededor del cargo es regulada por dos sistemas
de conjugacion semejantes a ubiquitina: ATG12-
ATG 5-ATG16L1 (ATG12, ATG7, ATG10, ATG5 y
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ATG16L1) y LC3-PE (LC3, ATG4, ATG7 y ATG3).7
Durante la fase de maduracion, los autofagosomas
resultantes del proceso de elongacién del fagéforo
alrededor del cargo, se fusionan con los complejos
vacuola/lisosomas en cuyo interior es degradado
su contenido por hidrolasas acidas. Esta fusion
depende de varias proteinas como LAMP2, el
complejo Rubicon-UVRAG, SNAREs, HOPS, Rab,
ESCRTy LC37

Asi como el mecanismo de supervivencia celular,
la autofagia también puede ser un mecanismo de
muerte celular, que puede ocurrir en ausencia de
sefiales detectables de apoptosis (a través de la
muerte celular por autofagia) o concomitante con
la apoptosis u otras formas de muerte celular como
la necrosis, necroptosis, piroptosis y NETosis.” La
interrelaciéon entre la autofagia y la muerte celular
se hace evidente a partir de la extensa red de
interacciones moleculares existente entre proteinas
de la ruta autofagica y proteinas de rutas de muerte
celular. Varias proteinas de la ruta autofagica, como
la AtgdD, Atg5, Beclina-1, Atg7 y Atgl2-Atg3,
tienen funciones pro-apoptoéticas. Asimismo, varias
proteinas de la ruta apoptética regulan la autofagia;
p. €j. la proteina Bcl-2 es un inhibidor de apoptosis
e interactia directamente con la Beclina-1 para
inhibir la actividad autofagica de esta ultima.” La
proteina HMGB1 participa en este proceso a través
de su unioén a la beclina-1 y disociacion de la Bcl-2,
co-localizandose con LC3B, molécula marcadora de
autofagia.® La interconexién entre muerte celular y
autofagia es por tanto muy complejay resulta critica
para el destino final de la célula.

Autofagia en enfermedades poliglutaminicas

La eliminacion de proteinas toxicas es
particularmente importante para el adecuado
funcionamiento de células post-mitdticas, en las
que laacumulacion de proteinas mutantes no puede
ser diluida a través de la division celular. Existen
dos sistemas o rutas principales en las células
de mamiferos para la eliminacién de proteinas
mutantes o danadas: ubiquitina-proteosoma vy
lisosoma-autofagia.®

La actuacion del sistema ubiquitina-proteosoma
en la degradacion de proteinas con poliglutamina

expandida estd bien documentada. Se ha
demostrado que si bien el proteasoma es capaz de
degradar proteinas monoméricas con dominios
poliglutaminicos expandidos, no puede fragmentar
el dominio poliQ.? En consecuencia, la degradacion
de proteinas poliQ expandidas por el proteasoma
resultard en la generacién de péptidos poliQ que
pueden tener una tendencia mayor a la agregacion
y toxicidad en comparacion con las proteinas
poliQ integras.? Adicionalmente, los proteasomas
no son eficientes en la degradacién de complejos
proteicos, agregados u oligdmeros; por ejemplo,
se ha comprobado que los agregados de ataxina-3
expandida son hasta tres veces mas resistentes
a la degradacion por el proteasoma que la misma
proteina no agregada.? Estas limitantes del sistema
de degradaciéon ubiquitina-proteosoma pueden
ser superadas por la macro-autofagia, proceso que
puede degradar agregados proteicos.

Los roles de la autofagia en el proceso
patofisiolégico de enfermedades poliglutaminicas
han sido mejor estudiados en la enfermedad de
Huntington, aunque también existen evidencias
que asocian este mecanismo de supervivencia/
muerte celular a la ataxia espinocerebelosa tipo
3, la ataxia espinocerebelosa tipo 7, la atrofia
muscular espinobulbar y la atrofia dentatorubral-
palidoluysiana.

Enfermedad de Huntington (HD)

La enfermedad de Huntington es una enfermedad
neurodegenerativa causada por la expansion de
una secuencia repetida de CAG en el gen HTT, que
luego es traducido para producir la huntingtina
(htt), proteina nuclear y citoplasmatica de 3,144
aminoacidos y 348 kDa. La htt contiene una
secuencia poliglutaminica en su extremo N-terminal
que, una vez expandida por encima de las 35
repeticiones, resulta neurotoxica particularmente
para las neuronas espinosas medias en el cuerpo
estriado. La htt mutada tiende a formar agregados
intrayperinucleares,yesubiquitinadaporlaproteina
SYVN1, lo que promueve su degradacion por el
proteasoma. Se ha comprobado que la acumulacién
intracelulardehttmutanteprovocaunacitotoxicidad
dependiente del contexto que resulta critica para el
proceso patogénico caracteristico de la HD.2 La htt

Revista Mexicana de Neurociencia

Enero-Febrero, 2016; 17(1): 1-113



tiene similitudes estructurales y funcionales con
mTOR, elemento regulador central de la autofagia.
Tanto la htt como la mTOR son translocadas hacia
y desde el nucleo, siendo exportadas a través de la
ruta Crm-1/exportina y contienen un gran nimero
de secuencias ricas en leucina -HEAT- en el extremo
amino-terminal que se emplean para reconocer
de modo especifico estructuras membranosas.1%!
El que la htt pueda asociarse reversiblemente al
reticulo endoplasmico (RE) y a vesiculas autofagicas,
unido a su capacidad para ser transportada al
nucleo, favorecen su funcién en la comunicacion
RE-Nucleo en respuesta a situaciones de estrés del
RE.1 El extremo N-terminal de la htt co-localiza con
Rab7y con endosomas y lisosomas tardios positivos
para la LC3. El que la Rab7 sea requerida para la
progresion de la autofagia en células de mamiferos,
unido a que el estrés del RE desencadena autofagia,
sostiene que la htt puede tener un rol importante en
la autofagia desencadena por estrés del RE.!2 Este
rol es particularmente importante paralas neuronas
al requerir de una autofagia constitutiva para su
supervivencia.r® La htt también tiene importantes
similitudes con varias proteinas requeridas para la
autofagia selectiva en la levadura. La secuencia de
aminoacidos 1-586 en la htt es similar a la Atg23
de levadura, contiene la secuencia repetida de
glutaminas,actiaeneltraficodevesiculas,selocaliza
en los microtubulos e interactta con las proteinas
HAP-1, Optineurina, p53, Sp1, Akt, CBP, SH3GLS3,
RasGAP, PSD-95, HIP-1, HYP-J, PACIN y actina. Por
su parte, la secuencia de aminodacidos 807-1653
en la htt es similar a la Vac8 de levadura, que actua
como proteina de sefalizacién en respuesta a dafio
al ADN e interactta con la proteina Cdk5. Ademas,
la secuencia de aminodcidos 1743-3144 enlahttes
similar a la Atg11 de levadura, que tiene la funcién
de regular la movilidad de endosomas tempranos e
interactua con el complejo HAP50/Rab5.14

En muestras de cerebro humano, la acumulacién de
htt mutante es altamente sensible a la expresion de
Beclina-1, un gen esencial para la autofagia. Incluso,
la htt mutante recluta Beclina-1 e interrumpe el
reciclaje, mediado por Beclina-1, de proteinas de
larga vida. Por tanto, el secuestro de Beclina-1 en
la poblacion neuronal vulnerable en la HD podria
disminuir la funciéon fisiolégica de la Beclina-1 y
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la degradacion por autofagia de la htt mutante.
La expresion de Beclina-1 en cerebros humanos
disminuye con la edad. Dado que el gen Beclina-1
es haplo-insuficiente en la regulacién de la funcién
autofagica, se ha propuesto que la disminucién con
el avance de la edad de la expresion del Beclina-1,
puede conducir a la disminucién de la actividad
autofagica durante el envejecimiento, lo que en
cambio favoreceria la acumulacién de htt mutante y
la progresion de la enfermedad.t®

Se ha encontrado un incremento temprano y
sostenido de la expresion de LC3 en ratones
knock-in en modelos para la HD, lo que sugiere
que alteraciones en la ruta autofdgica son un
componente importante y temprano en larespuesta
neuronal a la expresion de htt mutante.!® En otros
modelos celulares y ratones knock-in 111Q- para la
HD, y en tejido encefalico humano, se identificé un
defecto primario en la capacidad de las vacuolas
autofagicas para reconocer las proteinas citosélicas
a ser degradadas en células HD. Se comprobd que
en células HD la formacién de vacuolas autofagicas
es normal e incluso incrementada, y que estas son
adecuadamente eliminadas por los lisosomas; sin
embargo, fallan en secuestrar eficientemente en su
lumen a las proteinas a ser degradadas. A partir de
estos resultados, se ha propuesto que la ineficiencia
de los autofagosomas en engullir componentes
citosélicos es responsable de la lenta eliminacion
y consecuente acumulacion de htt mutante en
células HD. Adicionalmente, la htt mutante muestra
una disminucién en su interaccién con el complejo
optineurina/Rab8, conducente a alteraciones en
la dindmica autofagosoma/lisosoma (Figura 1B).Y”
También se han obtenido evidencias en favor de
un vinculo funcional entre la autofagia y la HD a
partir del estudio del rol de la chaperona HspB8 en
la degradacion de htt expandida (43Q) en cultivos
celulares de células HeLa, HEK-293T y COS-1. La
sobreexpresion de la HspB8 en cultivos celulares
previno la acumulacién de htt43Q, y este efecto fue
intrinsecamente dependiente de Bag3, miembro de
una familia de proteinas que contienen un dominio
semejante a la ubiquitina, previene la degradacién
de la Hsp70, provoca la acumulacion de sustratos
ubiquitinados y puede facilitar la eliminacién de
proteinas a través de la estimulacion de autofagia.!®
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La sobreexpresion de Bag3 provocé la degradacion
aceleradadelahtt43Q, mientrasquesusubexpresion
previno la degradacion de la hht43Q inducida por
la HspB8.2 Adicionalmente, la disminucion de
los niveles de la Bag3 redujo los niveles de LC3-
Il, mientras que la sobreexpresiéon de Bag3 o de
HspB8 estimulé la formacion de LC3-II, sugiriendo
qgue el complejo HspB8-Bag3 puede estimular la
degradacién de la htt43Q por macroautofagia.
De hecho, el tratamiento de los cultivos celulares
con inhibidores de la macroautofagia provocé una
disminucion significativa de la degradacién de
htt43Qinducida por laHspB8y Bag3.18 Laexpresion
de htt carente de su secuencia poliglutaminica (DQ-
htt) en ratones knock-in de la HD (Hdh140Q/DQ),
redujo significativamente laformacion de agregados
de la htt mutante, disminuyd los déficits motores y
de comportamiento, y extendié laduraciondelavida
en comparacion con ratones Hdh140Q/+. El alivio
del proceso neurodegenerativo estuvo acompanado
de la normalizacién de los niveles de lipofuscina
en el cerebro y de un incremento de los niveles
estacionarios de la LC3-1l. La expresion de DQ-htt
in vitro incrementé la sintesis de autofagosomas y
estimulé la eliminacién dependiente de Atg5 de los
agregados de la htt mutante. Los ratones HdhDQ/
DQ vivieron mucho mas tiempo que los controles
salvajes, lo que sugiere que la estimulacién
de la autofagia podria resultar beneficiosa en
enfermedades causadas por proteinas contendencia
alaformacion de agregados intracelulares téxicos y
para la prolongacioén de la vida en mamiferos.?

Estudios genéticos realizados en humanos también
handemostradolaimplicaciénde componentesdela
maquinaria autofagica en la fisiopatologia de la HD.
Especificamente, se encontré que el polimorfismo
V471A en la Atg7 tiene un efecto significativo
sobre la edad de inicio de la enfermedad y esta
asociado a un inicio cuatro afos mas temprano
gue lo esperado.?’ La Atg7 facilita la formacién de
autofagosomas actuando en los dos sistemas de
conjugacion semejantes a la ubiquitina, que median
la elongacion de las vesiculas durante la biogénesis
de los autofagosomas, y su sobreexpresion rescata
el fenotipo de ojo en mosaico causado por la
expresion de una proteina poliglutaminica (41Q) en
Drosophila.2! Aunque no se conoce cudl es el efecto

funcional del polimorfismo V471A sobre la actividad
de la Atg7, se ha propuesto que su presencia
podria alterar los mecanismos autofagicos para la
degradacién de la htt mutante, lo que conduciria al
incremento de la htt mutante soluble y agregada,
incrementando la posibilidad de que la célula
sucumba a la apoptosis.?®

Masrecientementesehademostradoquesolamente
la htt miristoilada (htt a la que se afiadido miristato
a un residuo de glicina expuesto en un fragmento
resultante de la accion de la caspasa-3 induce la
formacion de autofagosomas, y se acumula en varios
tipos celulares en estructuras autofago/lisosémicas
anormalmente grandes. Estas observaciones han
sugerido que la acumulacién de htt miristoilada
en las células, puede alterar la tasa de produccion
de autofagosomas o de su eliminacién a través de
procesos de fusién autofagosémico/lisosémico
heterotipicos.?

Ataxia espinocerebelosa tipo 3 (SCA3)

La SCA3 es una enfermedad neurodegenerativa
causada por la expansion de una secuencia
repetida de CAG en el gen ATXN3, que luego es
traducido para producir la ataxina-3, una proteina
de 376 aminoacidos y 43 kDa, que se localiza
predominantemente en la matriz nuclear y que
interactia con las proteinas RAD23A y RAD23B
que actian como reparadoras de ADN. A través de
su interaccion con varios factores transcripcionales
(CBP, p300 y PCAF), la ataxina-3 actia como
represor transcripcional. También funciona como
regulador transcripcional a través de su interaccion
con proteinas histénicas, y actia ademas como
enzima desubiquitinante. La ataxina-3 mutada es
neurotoxica y tiende a formar agregados intra y
perinucleares.?®

En un sistema modelo para la SCA3 establecido en
el nematodo Caenorhabditis elegans, se demostré
que la inactivacién de una serie de genes vinculados
al proceso de autofagia intensificé la toxicidad de
fragmentospoliQexpandidosenneuronasymusculo,
alavez que lainactivacion de CeTor homélogo en C.
elegans del mTOR en mamiferos redujo la toxicidad
poliglutaminica y mejoré el desempefio motor.2
Estas observaciones demuestran que la autofagia es
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parte del proceso fisiopatoldgico en la SCAS, y que
la estimulacién farmacologica de la autofagia podria
reportar beneficios terapéuticos.

Ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7)

La SCA7 es una enfermedad neurodegenerativa
causada por la expansion de una secuencia
repetida de CAG en el gen ATXN7, que luego es
traducido para producir la ataxina-7, una proteina
de 892 aminoacidos y 95kDa, que se localiza
predominantemente en el nucleo, nucléolo y
matriz nuclear, y que interactiia con las proteinas
SORBS1, PSMC1 y CRX.Z2 Es un homdlogo de la
proteina Sgf73p de levaduras, un componente del
complejo de remodelacién de cromatina SAGA
(Spt/Ada/Genb5/acetiltransferasa).  Aunque  su
funcion exacta se desconoce, se sabe que actiia en
los complejos humanos STAGA (SPT3-TAF(II)31-
GCNS5L acetilasa) y TFTC (GCN5 y TRRAP).?* La
expansion poliglutaminica mutante afectala funcién
normal de la ataxina-7 en estos complejos y confiere
una ganancia de funcidon concomitante con la
formacion de agregados proteicos poliglutaminicos
intranucleares.?

En células HEK293T transfectadas para la expresion
de un fragmento N-terminal de la ataxina-7, el
blogueo de la ruta autogafica con 3-metiladenina
provoca un significativo incremento en los niveles
estacionarios de ataxina-7. A su vez, el bloqueo de la
macro-autofagia en cultivos primarios de neuronas
que expresaban ataxina-7 resulta en un incremento
similar de los niveles de ataxina-7. Adicionalmente,
en tejido cerebeloso de ratones MoPrP-flag-SCA7-
92Q-myc, modelo para la SCA7, se encontré un
marcaje significativo para la proteina LC3, mientras
gue en ratones transgénicos controles MoPrP-
flag-SCA7-10Q-myc o en ratones no manipulados
genéticamente no se encontré marcaje paralaLC3.%
En un nuevo modelo PC12 inducible, la expresion
de ataxina-7 mutante produjo una toxicidad que
fue agravada por la inhibicion de la ruta autofagica;
también se obtuvo que la activacién farmacolégica
de la autofagia redujo la toxicidad inducida por la
ataxina-7.26 Tomados en conjunto, estos hallazgos
fundamentan la propuesta de un rol primario
para la autofagia en la degradacion de fragmentos
poliglutaminicos de ataxina-7.
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Atrofia muscular espinobulbar (SBMA)

La SBMA es una enfermedad neurodegenerativa
causada por la expansion de una secuencia repetida
de CAG en el gen que codifica para el receptor de
andrégeno (AR). El AR es una proteina nuclear de
919 aminoacidos y 99 kDa que se une al ADN en
forma homodimérica y forma parte de un complejo
ternario que incluye ademas a las proteinas DJBP
y PARKY7. A través de la regién poliglutaminica
en el extremo N-terminal, el AR se une a la
proteina Ran de lo que resulta la estimulacion de
la transactivacion mediada por el AR; la afinidad
con que esta interaccion tiene lugar disminuye
con el incremento en longitud de la secuencia
poliglutaminica. La expansién patolégica de la
secuencia poliglutaminica confiere una ganancia de
funciénconcomitanteconlaformacionde agregados
proteicos poliglutaminicos intranucleares; el que el
AR mutante tenga un efecto toxico requiere de su
localizaciéon nuclear y de la presencia de su ligando:
testosterona o dihidrotestosterona.?”

En cultivos primarios de neuronas motoras que
expresan un fragmento N-terminal del AR con 112
glutaminas, se ha demostrado que el AR mutante
retenido en el citoplasma falla en inducir toxicidad
porque es eliminado por autofagia e induce la
formacion de puntos autofagicos citoplasmaticos
gue contienen LC3B.22 Como el AR es una proteina
nuclear, es de esperar que las neuronas motoras
con AR nuclear sean refractarias a la induccién
de autofagia, por cuanto este es un proceso
eminentemente citoplasmatico. Sin embargo, en
cultivos primarios de neuronas motoras se ha
comprobado que la induccién farmacolégica de
autofagia rescata completamente a las neuronas
motoras de los efectos téxicos del AR mutante
localizado en el nucleo.® No obstante, existen
contradicciones en cuanto a si la autofagia ejerce
sus efectos beneficiosos a través de la disminucién
de los niveles del AR mutante monomérico o
agregado. En un estudio inicial realizado en un
modelo de la SBMA en Drosophila melanogaster,
se comprobd que la activacion de la autofagia
suprimio la toxicidad del AR mutante a través de la
reduccion de especies monoméricas y agregadas
del AR mutante.?? Un estudio posterior realizado en
cultivos primarios de neuronas motoras no reportd

Revista Mexicana de Neurociencia

Enero-Febrero, 2016; 17(1): 1-113



84 Revision.

Autofagia en enfermedades poliglutaminicas

L Pt paaamnd RutaHippo

m—'lil%lil—' Ruta Hippo | e

Autofag|a Homeostasis neuronal
efectiva
Autofagia no —
. Neurodegeneracion
efectiva

Figura 2. Proceso neurodegenerativo.

cambios en los niveles de AR mutante después
de la activacién farmacolégica de la autofagia, o a
través de lainhibicion de la autofagia endégena.?’ La
heterogeneidad de estos resultados podria deberse
a diferencias entre los sistemas experimentales
empleados. Pudiera ocurrir, por ejemplo, que en el
modelo en Drosophila, en comparacion con células
de mamiferos, el AR mutante permaneciera durante
mas tiempo en el citoplasma, lo que conduciriaauna
mayor accesibilidad a su degradacién por autofagia.
De modo semejante aloreportadoparalahtt,'’®seha
comprobado que la eliminacion por autofagia del AR
mutante es facilitada por la HspB8, miembro de la
familia de proteinas de choque térmico pequeias.®

Atrofia dentatorubral-palidoluysiana (DRPLA)

La DRPLA es una enfermedad neurodegenerativa
causada por laexpansién de unasecuenciarepetitiva
de CAG en el gen ATN1 que codifica para la
atrofina-1, proteina nuclear de 1185 aminoacidos y
125 kDa. Se hanidentificado comointeractoresdela
atrofina-1 a las proteinas BAIAP2, WWP1, WWP2,
WWP3 y RERE (atrofina-2). Se ha comprobado que
la atrofina-1 actlia como co-represor de la expresion
de receptores nucleares, y también se ha asociado a
larepresionde lasenalizacién del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) en Drosophila
melanogaster. Fragmentos truncos de atrofina-1
expandida forman agregados intranucleares tanto
en ratones transgénicos modelos de DRPLA como
en tejido encefilico de pacientes fallecidos por
DRPLA.3! En un modelo de DRPLA en Drosophila
melanogaster se comprobd que la expresion de
atrofina-1 mutante promovié la formacién de
vacuolas autofagicas raramente encontradas en la
retina de animales controles. La atrofina-1 mutante
indujo la formacién de numerosos autofagosomas
tipicos,agrupadosyfusionadosconcompartimientos
lisosomales electrodensos para formar grandes
autofagolisosomas. La presencia de organelos
autofagicosfue confirmada porimnunohistoquimica

con la deteccién del marcador autofagico GFPH-
Atg8a.32 También en este modelo se comprobd que
el bloqueo de lasenal inductora de autofagia através
de la generacién de clones mutantes para la atgl
D3D, condujo a un incremento en la degeneracion
causada por la Atrofina-1 mutante, sugiriendo
que la autofagia enddgena es citoprotectora.’?
Sin embargo, la adicién de rapamicina a la dieta
condujo aunasignificativay altamente reproducible
disminuciéonenelniimerode célulasfotorreceptoras
en las moscas que expresaban una atrofina-1
mutante con 75 glutaminas. Estos resultados
indicaron que aunque la autofagia endégena tiene
un rol crucial en la atenuacién de la toxicidad
inducida por la atrofina-1 mutante, no es capaz de
rescatar la neurodegeneraciéon en este modelo en
Drosophila para la DRPLA.3? Adicionalmente, se ha
demostrado que la incapacidad de la autofagia para
rescatar el proceso neurodegenerativo se debe a
que la atrofina-1 bloquea la digestion lisosomal, lo
que revela un mecanismo téxico especifico para
la atrofina-1 mutante.®? Estos resultados sugieren
gue el proceso neurodegenerativo en moscas
modelo de DRPLA resulta de una inhibicion parcial
o retardo de la digestiéon autofagica similar a lo que
ocurre en enfermedades por almacenamiento de
materiales parcialmente digeridos en los lisosomas.
Mas recientemente se demostré que la accidon
incapacitante de la atrofina-1 sobre la autofagia
es mediada por la ruta de sefalizaciéon Fat/Hippo
(Figura 2).33

Potenciales aplicaciones terapéuticas
de la estimulacion de la autofagia en

enfermedades poliglutaminicas

La induccién farmacoldgica de la autofagia pudiera
tener relevancia terapéutica para el tratamiento de
enfermedades poliglutaminicas. En particular, se
ha propuesto a la rapamicina o sus analogos, como
compuestos terapéuticos promisorios que eliminan
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los agregados proteicos téxicos a través de la
activacion de la autofagia.* Se ha comprobado que
la administracion de temsirolimus (inhibidor 779 del
ciclo celular, éster de la rapamicina) seis semanas
antes del inicio de la sintomatologia, reduce el
namero de agregados proteicos y las alteraciones
del comportamiento en ratones transgénicos que
expresan un fragmento de huntingtina mutante.®
De modo similar, el tratamiento con temsirolimus
mejoré el desempefno motor deratones transgénicos
modelos de la ataxia espinocerebelosa tipo 3;
el tratamiento redujo el nimero de agregados
proteicos y los niveles de ataxina-3 mutante soluble
en cerebros de ratones transgénicos, mientras que
los niveles de ataxina-3 salvaje permanecieron
inalterados.3® Tomando en consideracion que el
temsirolimus es un farmaco disefado para uso
prolongado en humanos, se ha sugerido su empleo
como posible estrategia terapéutica para el
tratamiento de laHD y la SCA3.3¢

El efecto beneficioso de la inhibicidn de la proteina
mTOR pudiera no estar exclusivamente vinculado
a la eliminacion por autofagia de agregados
poliglutaminicos y de proteinas poliglutaminicas
expandidas solubles.Se hademostradoenunmodelo
celular para la HD que la rapamicina disminuyd
significativamente la agregacion de htt mutante
tanto en células con capacidad autofagica como en
aquellas deficientes para la autofagia (fibroblastos
embrionales murinos con silenciamiento de la
expresion del gen atg5). Se comprobd que la
rapamicina reduce los niveles de proteinas poliQ
solubles a través de una modesta inhibicion de la
sintesisde proteinas. Hipotéticamente,una modesta
reduccion en la sintesis de htt por la rapamicina
pudiera conducir a la disminucién en la probabilidad
de alcanzar la concentracion critica necesaria para
la nucleacion y subsiguiente agregacion de la htt
expandida. Luego, ademas de reducir la agregaciony
toxicidad de proteinas poliglutaminicas expandidas
siguiendo la ruta autofagica, la rapamicina puede
aliviar la severidad del proceso patolégico a través
de un efecto global sobre la sintesis de proteinas.?”
De modo similar, se ha comprobado en ratones
transgénicos modelos de la SBMA, que ademas
de la degradacién de AR mutante citoplasmatico
por autofagia, la induccion de la ruta de autofagia
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dependiente de mTOR mediante la rapamicina,
protege a las neuronas motoras de los efectos
téxicos de AR mutante nuclear, aunque esto no
afecta significativamente los niveles nucleares
del AR expandido, ni su agregacién en el nucleo.
Estos resultados han sugerido que la intervencion
terapéutica para inducir autofagia pudiera tener
potenciales beneficios para el tratamiento de
pacientes afectados por la SBMA, incluso cuando
esta proteccion sea independiente de un efecto
directo sobre el AR mutante.?2 Aun cuando se han
obtenidoresultados alentadores con la estimulacién
delaautofagiaatravésde lainhibicion de la proteina
mTOR, se plantean varios inconvenientes. La ruta
mTOR se ha identificado como un nexo para la
integracioén de rutas de nutricién y crecimiento, y su
inhibicidn por rapamicina no solo induce autofagia
sino que también bloquea laexpresion de numerosas
proteinas, provoca inmunosupresion, bloquea el
ciclo celular y modifica el tamaino celular.?” Estos
efectos secundarios podrian invalidar cualquier
efecto terapéutico beneficioso dependiendo de su
magnitud.

La demostracién del vinculo existente entre la
autofagia y enfermedades poliglutaminicas, ha
impulsado la identificaciéon de nuevos farmacos
inductores de autofagia, varios de los cuales
actuan siguiendo rutas independientes de mTOR
(Tabla 1). De modo particular, se ha demostrado
que la administracién de rilmenidina atenta los
sintomas de enfermedad en ratones transgénicos
modelos para la HD y disminuye los niveles de htt
mutante.** Este farmaco usualmente se emplea
para el tratamiento crénico de hipertension, y actua
sobre receptores imidazolinicos |11 a nivel central y
periférico;* su efecto como inductor de autofagia,
unido a su excelente tolerabilidad,* la convierte
en excelente candidato para el desarrollo de
ensayos clinicos en individuos afectados por alguna
enfermedad poliglutaminica. De hecho, actualmente
se encuentra en ejecucion un ensayo clinico fase
| para evaluar la seguridad de la rilmenidina en
pacientes con HD.#

Una alternativa al tratamiento farmacologico
tradicional parte de la capacidad del péptido 1
de unién a poliglutaminas (QBP1) para unirse de
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Estimulador de

Mecanismo de Accion

Efectos positivos en enfermedades

autofagia neurodegenerativas
1 Rapamicina Inhibicién de la proteina Estimula la eliminacién de htt y ataxina-3
2 CCI-779 diana en mamiferos de la mutantes; reducen los niveles de htt mutanteyel 35,
8 Glucosa rapamicina (mTOR). numero de agregados poliQ téxicos; inhiben lavia 38
4 Glucosa-6-fosfato intrinseca de la apoptosis.
Inhibicion de la IMPasa 'y Estimula la eliminacion de htt; reducen los niveles
5 Litio disminucion de los nivelesde  de htt mutante y el nUmero de agregados poliQ 39
6 L-690, 330 inositol y de inositoltrifosfato; téxicos; citoprotectora.
independiente a mTOR.
7 Carbamazepina Disminucién de los nivelesde  Estimula la eliminacion de htt; reducen los niveles
8 Valproato de sodio inositol y de inositoltrifosfato; de htt mutante y el nUmero de agregados poliQ 40
independiente a mTOR. toxicos; citoprotectora.
9 Verapamilo
10 Loperamida
11 Amiodarona Bloqueo de canales de Ca2+;  Estimulala eliminaciéon de htt; reducen los niveles 40,
12 Nimodipina independiente a mTOR. de htt mutante y el nUmero de agregados poliQ 41
13 Nitrendipina téxicos; citoprotectora.
14 Niguldipina
15 Pimozida
16 Calpastatina Inhibicion de calpaina; Estimula la eliminacién de htt; reducen los niveles
17 Calpeptina independiente a mTOR. de htt mutante y el nUmero de agregados poliQ 40
toxicos; citoprotectora.
Agonistas de receptores Estimula la eliminacién de htt; reducen los niveles
18 Clonidina Imidazolinicos-1; reduccion de htt mutante y el nUmero de agregados poliQ 40,
19 Rilmenidina de cAMP; independiente a téxicos; citoprotectora. 41
mTOR.
Inhibicion de la adenilciclasa;  Estimula la eliminacion de htt; reducen los niveles
20 2'5-dideoxiadenosina reduccion de cAMP; de htt mutante y el nUmero de agregados poliQ 40
independiente a mTOR. toxicos; citoprotectora.
21 NF449 Inhibicion de GS; Reducen el nimero de agregados de htt 40
independiente a mTOR. intracelulares.
Estimulacion de los canales Estimula la eliminacién de htt; reducen los niveles
22 Minoxidil de K+ATP; independiente a de htt mutante y el nUmero de agregados poliQ 40
mTOR. toxicos; citoprotectora.
Inhibicion de canales de
23 Penitren A K+ de alta conductancia Reducen el nimero de agregados poliQ 42
activados por Ca2+; intracelulares.
independiente a mTOR.
24 Fluspirinilo Antagonista de ladopamina;  Reducen el nimero de agregados poliQ 42
25 Trifluoperazina independiente a mTOR. intracelulares.
Estimula la eliminacion de htt mutantes; reducen
26 Trealosa Desconocido; independiente  los niveles de htt mutante y el nimero de 43
amTOR. agregados de htt; inhibe la via intrinseca de la
apoptosis; citoprotectora.
27 SMER10 Desconocido; independiente  Estimula la eliminacion de htt mutantes; reducen
28 SMER18 amTOR. los niveles de htt mutante y el nimero de 43
29 SMER28 agregados de htt; citoprotectora.

Tabla 1. Listado de estimuladores de autofagia y sus roles protectores en enfermedades poliglutaminicas. Nota:
“Ref”, Referencias.
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modo especifico a la secuencia poliQ expandida
de la htt mutante.*® El marcaje de la htt mutante
para degradacién a través de la expresion de una
molécula quimérica contentiva de dos copias de
QBP1 y copias de dos motivos de empalme tipicos
de proteinas emparentadas con proteinas de shock
térmico (HSC70), contribuyé a la degradacion
especifica de htt mutante en cultivos celulares que
expresaron el constructo, a través de autofagia
mediada por chaperonas. La administraciéon
intraestriatal de un virus portador de la informacién
para expresar la molécula quimérica suavizo el
fenotipo de la enfermedad en ratones R6/2 modelo
paralaHD.*

Se ha comprobado que el péptido Tat-beclina 1 esun
potente inductor de autofagia que actua a través de

Conclusion

Si bien existen numerosas evidencias que
vinculan la autofagia al proceso fisiopatolégico
en enfermedades poliglutaminicas, aun quedan
cuestiones basicas por esclarecer antes de
introducir esta estrategia a la practica clinica.
Adicionalmente, debe ser evaluada con mayor
profundidadlaeficaciayseguridaddeloscandidatos
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suinteraccion con GAPR-1 (o GLIPR2), unregulador
negativo de autofagia. La expresion de Tat-
beclina 1 disminuye la acumulacién de agregados
poliglutaminicos in vitro, con potencial uso en el
tratamiento de enfermedades poliglutaminicas.*’

Recientemente se comprobd en cultivos de células
de neuroblastoma SH-SY5Y, que el compuesto b-lap
induce autofagia a través de la activacion de Sirt1, lo
queenconsecuenciareducelosnivelesintracelulares
de agregados poliglutaminicos y su concomitante
citotoxicidad. El b-lap es una orto-naftoquinona con
potencial actividad anticancerigena.’®

terapéuticos identificados para el tratamiento de
enfermedades poliglutaminicas. La diversidad de
vias a través de las cuales la autofagia puede ser
estimulada, incrementa las probabilidades de éxito
de la modulacién de la autofagia como estrategia
terapéutica para enfermedades poliglutaminicas.
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