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La respuesta a proteinas mal plegadas
como blanco terapéutico en la
enfermedad de Alzheimer

CATALINA RIVERA-KRSTULOVIC'2?, CLAUDIA DURAN-ANIOTZ!23®

Unfolded protein response as a target in the
treatment of Alzheimer’s disease

The clinical features of Alzheimer’s disease (AD), for example the progressive
memory loss, are produced by neuronal loss and synaptic dysfunction. These
events have been associated with histopathological alterations in AD brain,
including the presence of amyloid plaques and neurofibrillary tangles. Recent
studies suggest that cellular stress produced by the aggregation of misfolded
proteins leads to alterations in protein homeostasis, that is regulated for the
most part by endoplasmic reticulum (ER). The ER is the main compartment
involved in the folding and secretion of proteins and is drastically affected in AD
neurons. Recent evidence implicates the participation of adaptive responses to
stress within the ER in the disease process through a signaling pathway known as
the Unfolded Protein Response (UPR) which alleviates the protein aggregation
and ER stress. Based on the involvement of ER stress in several diseases, efforts
are being done to identify small molecules that can inhibit or activate selective
UPR components. Here, we review the findings suggesting a functional role of
ER stress in the etiology of AD. Possible therapeutic strategies to mitigate ER
stress in the context of AD are discussed.

(Rev Med Chile 2020; 148: 216-223)
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mds comdn de demencia, pertenece a un
grupo de neuropatologias denominado
desérdenes de conformacién proteica (DCP).
Dentro de los DPC se encuentran la enfermedad
de Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington
(EH), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y las
enfermedades producidas por priones*. Muchas
de estas enfermedades estan intimamente asocia-
das al envejecimiento, por lo que se estima que
el nimero de pacientes afectados por algin DCP
aumentard considerablemente en los préximos
anos'2.
Como parte fundamental de la funcién bio-
légica, las proteinas deben adquirir un correcto

l a enfermedad de Alzheimer (EA), la forma
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plegamiento y estructura tridimensional. Cuando
este plegamiento se realiza de forma anémala de-
bido a situaciones de estrés en el ambiente intra o
extracelular, mutaciones u otros eventos, se puede
producir la pérdida de las funciones fisioldgicas de
la proteina, asi como la generacién de estructuras
que resultan tdxicas para la célula, traduciéndose
en acontecimientos patolégicos'. Estos eventos de
mal plegamiento resultan en la agregacién de pro-
teinas en tejidos especificos y han sido asociados
a muchos DPC'.

Los agregados proteicos en los DCP poseen
la caracteristica de tener una estructura de hoja
B-plegada, estabilizada por interacciones intermo-
leculares que llevan a la conformacién de oligéme-
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ros, protofibrillas y fibrillas que, posteriormente,
se acumulan como depdsitos amiloides en los
tejidos afectados'?. Las proteinas que constituyen
los agregados proteicos en los DCP son especifi-
cas de cada una de las enfermedades, causando
multiples efectos en diferentes tejidos. De esta
forma, el péptido B-amiloide (BA) y la proteina
tau estan involucrados en la EA; la a-sinucleina,
en la EP, y la huntingtina, en la EH'. Si tomamos
en cuenta estos pronoésticos y el hecho de que en
este momento no existen métodos diagnésticos o
terapéuticos efectivos para estas enfermedades, la
investigacion biomédica enfocada a entender las
bases moleculares de estas condiciones patologicas
para la busqueda de terapias efectivas es de vital
importancia.

La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno
neurodegenerativo, progresivo e irreversible, que
actualmente afecta aproximadamente a 10% de
las personas mayores a 65 afos, y su frecuencia
aumenta en 50% en personas de 85 afnos o mas”.
Actualmente, en Chile se estima que 179.037
personas sufren de demencia, y entre 50 y 60%
de los casos corresponde a EA*. Debido a que la
poblacién de edad avanzada estd aumentando
en la actualidad y que el riesgo a desarrollar EA
escala exponencialmente con los afios, se predice
que su prevalencia mundialmente serd el doble
para el ano 2040°.

Una de las manifestaciones clinicas de la EA es
la pérdida gradual de la memoria, consecuencia
de una progresiva disminucién de la actividad o
funcién sindptica en el cerebro de los pacientes.
Estos eventos estin mediados en parte por la
deposiciéon de PBA, producto proteolitico de la
proteina precursora amiloide (PPA) y la proteina
tau hiperfosforilada (p-tau), la cual estd asociada a
microtabulos y forma filamentos helicoides al hi-
perfosforilarse. Estas estructuras amiloidogénicas
provocan la formacion de placas seniles y ovillos
neurofibrilares, respectivamente®. Otras lesiones
de EA incluyen pérdida de neuronas, anormali-
dades sindpticas, estrés oxidativo® y activacion de
respuestas neuroinmunes anormales®.

Como se habia mencionado, el envejecimiento
es el principal factor de riesgo para desarrollar la
EA, puesto que la edad estd asociada a un decai-
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miento gradual de la capacidad amortiguadora de
la homeostasis en las células o proteostasis’. En este
contexto, el desbalance que podria producirse en
la red proteostética ha sido ampliamente descrito
como un evento temprano en varias patologias y
condiciones de neurodegeneracion, sugiriéndose
un rol causal entre la progresién de la enfermedad
y la funcién proteostdtica®’.

Respuesta a proteinas mal plegadas

El reticulo endoplasmadtico (RE) tiene un rol
esencial en el proceso de plegamiento de proteinas
y ha sido descrito como un componente clave
en el restablecimiento de la proteostasis y en la
disminucién del estrés celular. Un gran nimero
de condiciones pueden provocar alteraciones en
la proteostasis, como por ejemplo en la EA, la
acumulacién continua de BA o p-tau en el RE
interfiriere con el funcionamiento normal de este
organelo y lleva a una condicién celular conocida
como estrés de reticulo endoplasmatico'®!". Para
aliviar el estrés de RE, las células gatillan una red
de eventos de senalizacion intracelular conocidos
como la respuesta a proteinas mal plegadas (del
inglés unfolded protein response, [UPR]). La UPR
tiene como objetivo el restablecimiento de la ho-
meostasis del RE a través de la disminucién de la
carga de proteinas mal plegadas en su interior'.
Este proceso estd compuesto por tres sensores
proteicos principales: la proteina quinasa PERK
(del inglés double-standed RNA-activated protein
kinase (PRK) like endoplasmic reticulum kinase),
la enzima dependiente de inositol 1 (IRE1) y el
factor de transcripcion activador (ATF) 6 ay B
(Figura 1)".

Al activarse la via de PERK, este dimeriza y se
autotransfosforila, lo que conlleva a la fosforila-
cién del factor iniciador de transcripcién eucarié-
tico 2a (elF2a.), el cual produce la detencién del
proceso de sintesis proteica y alivia asi la sobre-
carga proteica dentro del RE”. La viade IRE1a, la
cual es la més conservada de estos sensores, cataliza
el procesamiento del ARNm que codifica para
el factor de transcripcion XBP1 (X box-binding
protein 1), resultando en la expresion procesada,
madura y activa de XBP1 (spliced XBP1, XBP]Is),
un potente factor de transcripcion que regula un
conjunto de blancos de UPR para adaptarse al
estrés de RE'"".
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Figura 1. Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) y su rol en la enfermedad de Alzheimer. El estrés de reticulo induce una
respuesta adaptativa conocida como la UPR. La respuesta de la UPR es controlada por 3 sensores de estrés principales: IRE1,
PERK y ATF6. La actividad RNasa de IRE1 procesa el mARN que codifica para el factor de transcripcion XBP1, permitiendo la
expresion de su forma activa que actda sobre genes relacionados con la UPR y la sobrevida celular. PERK fosforila elF2? inhi-
biendo la sintesis de proteinas y aumentando la expresion de ATF4, un factor de transcripcién que reprime CREB2, asociado a
la consolidacién de la memoria. Finalmente, ATF6 es exportado desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, en donde
sufre una protedlisis, liberando su dominio citosdlico (ATF6f) que actlia en genes proadaptativos.

En el caso de la via de ATF6, bajo condiciones
de estrés, la cola citoplasmatica de ATF6 es pro-
cesada proteoliticamente. Este proceso produce
la liberacién de un fragmento citosdlico activo
(ATF6f)" que regula una serie de genes blanco
de UPR involucrados en el control de calidad
proteico y degradacion de proteinas mediante un
mecanismo conocido como ERAD (Endoplasmic
Reticulum-associated degradation) (Figura 1)%.

La activacion de la UPR mejora la capacidad
basal de la célula de producir proteinas maduras a
través de la regulacion de la sintesis de proteinas
y la de los genes involucrados en los mecanismos
de control de calidad del plegamiento proteico,
sintesis de lipidos, y la degradacion de proteinas
mal plegadas'®, promoviendo asi la adaptacion
de las células al estrés de RE. Si el estrés de RE
es irreversible o cronico, la UPR gatilla muerte
celular por apoptosis'’. Asi, la activacién de la
UPR tiene distintas consecuencias en la expresion
génicay la fisiologia celular, por lo que la modu-
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lacién selectiva de la via adaptativa o de las vias
de sefalizacidn se puede utilizar en contextos de
enfermedad especificos, ofreciendo nuevos blan-
cos terapéuticos para la intervencién de distintas
enfermedades.

El impacto de la UPR en la enfermedad de
Alzheimer

La etiologia de la EA es atin desconocida, sin
embargo, se ha propuesto al estrés de RE como
un factor patolégico transversal, tanto en la forma
familiar como espordadica de la enfermedad'”*®. La
activacién de la UPR bajo condiciones de estrés
de RE se ha descrito como una de las respuestas
transcripcionales principales para restaurar la
proteostasis y sustentar la funcién y sobrevida
celular. En condiciones normales, los tres princi-
pales sensores de la UPR se encuentran unidos a
la proteina de unién (del inglés Binding protein,
[BiP]), y al activarse la UPR los sensores son li-

Rev Med Chile 2020; 148: 216-223
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berados de esta uniéon'"". Interesantemente, uno
de los primeros trabajos en relacién a marcadores
de estrés de RE en cerebros de pacientes con la
EA describié la sobreexpresion de BiP especifi-
camente en hipocampo y corteza entorrinal®. En
esta misma linea, trabajos posteriores mostraron
la activacién de diversos marcadores del estrés de
REy, por consiguiente, la UPR en el tejido cerebral
post mortem de pacientes de la EA como HSP72
(otra chaperona asociada con placas BA y ovillos
de p-tau)"”, endoplasmina (Grp94) y la proteina
disulfuro-isomerasa (PDI)!"*-2¢, M4s aun, nive-
les elevados de los marcadores de UPR también
se han descrito en neuronas morfoldgicamente
intactas'”*, sugiriendo que la UPR parece ser un
evento temprano en la neuropatologia de la EA.

Por otro lado, también se han encontrado que
los niveles de componentes proapoptéticos de la
UPR como CHOP/GADDI153, el cual estd mayo-
ritariamente asociado a la activacién de PERK,
se encuentran elevados en pacientes con la EA¥,
posiblemente por consecuencia de un estrés de
RE prolongado.

Recientemente, se observé que uno de los
sensores de la UPR, IRE1 en su forma fosfori-
lada, estd directamente correlacionado con los
distintos estadios Braak en cerebros de pacientes
con la EA?%. Asimismo, en neuronas corticales de
pacientes de la EA se observé una correlacién po-
sitiva entre la presencia de p-tau con marcadores
de estrés de RE'* y, ademds, se determinaron
alteraciones significativas en el procesamiento
del ARNm de XBP1 de pacientes afectados con la
EA?. Este factor de trascripcion tiene la capacidad
de regular los niveles de estrés de RE y tiene un
rol neuroprotector, promoviendo la regeneracién
axonal, reduciendo la acumulacién de inclusiones
proteicas y mejorando la funcién sindptica®.

Diversos reportes en modelos de cultivo ce-
lular de la EA sugieren que el estrés de RE es un
mecanismo de muerte celular desencadenado por
el péptido BA, asociado con la alteracién de la ho-
meostasis del calcio en el RE*. Ademds, algunos
estudios muestran que los efectos del estrés de RE
en la inhibicidn de la sintesis proteica contribuyen
ala disfuncién cognitiva observada en los modelos
murinos de la EA*»* (ver detalle en Figura 1).

Interesantemente, mediante un andlisis de
expresion génica, se identificé que XBP1 controla
la expresién de un conjunto de genes relaciona-
dos con la EA". Recientemente, se describi6é que
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un polimorfismo en el promotor de XBP1 opera
como un factor de riesgo para desarrollar la EA en
la poblacién Han de China*, demostrando el rol
causal de alteraciones de la UPR en la enfermedad.
Previamente, este polimorfismo habia sido asocia-
do como un factor de riesgo para el desarrollo del
desorden bipolar yla esquizofrenia en la poblacién
japonesa®*!. Asimismo, se ha demostrado que en
las regiones corticales de tejido post mortem de
cerebros de pacientes con la EA se observa una
disminucién de los niveles del ARNm de XBP1*.

Recientemente, descubrimos un rol inespe-
rado de IREla en la patogénesis de la EA. Ob-
servamos que la remocién genética del dominio
ribonucleasa de IRE1 en el sistema nervioso
central restaurd significativamente la capacidad
de memoria y aprendizaje en ratones transgéni-
cos para la EA, ademads de reducir los niveles de
proteinas precursoras de amiloide (PPA) en las
dreas corticales e hipocampales en el cerebro de
estos®. Por otra parte, estudios en modelos de
D. melanogaster de la EA han demostrado que
la expresién ectépica de XBPIs protege contra
la neurotoxicidad del péptido beta amiloide* y
de la proteina tau*’. Adicionalmente, la sobre-
expresion de la forma activa de XBP1 en ratones
transgénicos, o a través de la administracion a
nivel local en el hipocampo, genera un aumento
en el rendimiento de los animales en paradigmas
de memoria y aprendizaje®’. Esta nueva funcién
de XBP1 involucra la regulacién transcripcional
directa del factor neurotréfico derivado del cere-
bro (BDNF, del inglés brain-derived neurotrophic
factor), un factor clave que regula la sinapto-
génesis y el desarrollo del cerebro**¢. Por otro
lado, se demostr6 que la administracién local de
XBP1s en modelos murinos transgénicos de la
enfermedad reduce el deterioro en los procesos
cognitivos asociados a esta patologia de manera
independiente a la via de la UPR, activando a
nivel transcripcional a kalirina-7, una proteina
importante en la formacién de la sinapsis y en los
procesos de plasticidad sindptica*”*.

La UPR como blanco para intervencion
terapéutica

La modulacién de la UPR mediante estrategias
terapéuticas dirigidas a reducir el estrés de RE y
aumentar la capacidad proteostatica de las neuro-
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nas se encuentra actualmente en desarrollo debido
a su gran potencial biotecnoldgico®.

En relacién a la rama de PERK, la mayoria
de los compuestos disponibles, como salubrinal,
no apuntan a PERK en si, sino al nivel de fosfo-
rilacién de eIF2q, a través de la inhibicion de sus
complejos fosfatasa, manteniendo el bloqueo de
la traduccién de proteinas®. Interesantemente,
tres quinasas de eIF2o han sido relacionadas con
alteraciones de la sinapsis y déficit cognitivo en
modelos murinos de la EA*. Otros inhibidores
de elF2a estudiados son sephin 1 y guamabenz,
los cuales han sido testeados en varios modelos de
neurodegeneracion, mostrando un gran potencial
neuroprotectivo®'. ISRIB (Integrated Stress Respon-
se Inhibitor), otro inhibidor de eIF2a., también ha
mostrado que mejora el aprendizaje y la memoria
en ratas®. Ademds, este potente inhibidor presenta
propiedades farmacocinéticas prometedoras, ya
que cruza la barrera hematoencefilica sin efectos
adversos en el animal, sin embargo, al administrar
ISRIB a un modelo murino de EA no se observo
modificacion de la patogénesis de la enfermedad™.

Se ha estudiado extensamente el rol terapéutico
de XBP1 en distintas neuropatologias, por ejemplo
en la EP, la entrega local de XBP1s en la sustancia
negra en un modelo de la enfermedad result6 en
una disminucién de la denervacién del estriado y
en un aumento en la viabilidad de neuronas dopa-
minérgicas™. En la enfermedad de Huntington, la
entrega de la forma activa de XBP1 en el estriado
del cerebro de ratones adultos de un modelo de la
enfermedad redujo significativamente el nimero
de inclusiones de la proteina huntingtina en
comparacion a los animales control®. En cuan-
to al papel de XBPIs en la neuroproteccion, se
estudio el efecto de la entrega local de XBP1s de
manera selectiva en neuronas de animales adultos
en condiciones de daflo axonal, obteniendo un
aumento en el nimero de axones regenerados en
los animales expuestos a XBP1s, sugiriendo que su
expresion podria promover la regeneracién axonal
luego de una lesion en el nervio periférico®.

Por otro lado, se han utilizado como blanco
terapéutico las chaperonas quimicas, que son
pequefias moléculas que estabilizan proteinas,
teniendo un posible potencial farmacoldgico de-
bido a que reducen los niveles de estrés de reticulo
significativamente®. Actualmente, tres princi-
pales chaperonas quimicas han sido estudiadas
extensivamente y estdn aprobadas por la agencia
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estadounidense de administracion de alimentos y
medicamentos, y estas son acido 4-fenilbutirico,
trehalosa y dcido tauroursodeoxicélico. En este
contexto, tanto en modelos celulares como en
modelos animales, estas chaperonas muestran
un efecto protector contra el estrés de RE en
distintas enfermedades®. Por ejemplo, el dcido
4-fenilbutirico mejora la disminucién cognitiva
en ratones transgénicos para la proteina tau®, la
administracién del dcido tauroursodeoxicélico
reduce la deposicién amiloide en ratones con EA
y mejora su capacidad cognitiva® y, finalmente,
la trehalosa ha mostrado proteccién contra el
deterioro en la capacidad cognitiva y de aprendi-
zaje propio de la patogénesis de la EA, ademas, de
disminuir la deposicién de BA en el hipocampo®.
A pesar de que las chaperonas quimicas necesitan
una mayor caracterizacién en los modelos de la
EA, constituyen una posible via para un futuro
desarrollo terapéutico.

Recientemente, se estan desarrollando nuevos
métodos terapéuticos para restaurar la proteos-
tasis, aumentando artificialmente los programas
adaptativos, especificamente entregando factores
claves para disminuir el estrés de RE. La terapia
génica es una de las estrategias mds vanguardis-
tas que podria permitir la correccién de eventos
patolégicos en forma local, especifica y definitiva,
reduciendo enormemente los efectos secundarios
sistémicos observados cuando se utilizan firmacos
de administracién prolongada®-®%. Recientemente,
el uso de virus adeno-asociados (AAVs) para tera-
pia génica ha aumentado significativamente luego
de la aprobacion de dos terapias génicas contra la
leucemia y una forma genética de ceguera®*, ade-
mads de que no se han reportado efectos secunda-
rios en humanos tratados con AAVs®. La entrega
de genes mediada por AAVs ha surgido como la
herramienta mds efectiva y segura para estudios
preclinicos y clinicos de desérdenes neurolégi-
cos*%”. Se ha reportado la expresion del transgen
por mas de 10 afos en estudios en monos, lo que
demuestra la estabilidad de su expresion, generan-
do una ventaja en la terapia génica al requerir solo
una aplicaciéon®. Recientemente, un ensayo clinico
utilizando terapia génica (AVXS, Avexis-Novartis)
para la atrofia muscular espinal en nifios, mos-
tré mejorias clinicas significativas, indicando la
efectividad y seguridad de los adenovirus®. Sin
embargo, los estudios que utilizan terapia génica
como tratamiento parala EA se encuentran en una

Rev Med Chile 2020; 148: 216-223
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etapa preclinica, con la excepcién de un estudio
que utiliza adenovirus para sobreexpresar el factor
de crecimiento nervioso, el cual se encuentra en
fase I de su ensayo clinico™. Las terapias actuales
basadas en vectores virales recombinantes buscan
alterar la expresion de genes/procesos blancos en el
hipocampo o en la corteza mediante la inyeccién
de vectores virales genéticamente modificados.
Es por esto que la utilizacién de esta técnica en
la EA es ideal, dado que la zona cerebral afectada
en la enfermedad estd claramente identificada y
delimitada espacialmente.

Adicionalmente, en la actualidad se han desa-
rrollado distintos serotipos virales que permiten
un tropismo especifico para determinados tipos
celulares (es decir, astrocitos, oligodendrocitos,
neuronas, etc.”!). Esto, combinado con promo-
tores celular o tejido especifico, puede asegurar
la expresion controlada y restringida del transgen.

Conclusiones

La EA es una enfermedad multifactorial donde
se sugiere que el funcionamiento anémalo de la
proteostasis tiene un rol fundamental en la pa-
togénesis de la enfermedad®. A pesar de todo el
potencial terapéutico, las estrategias para aliviar
el estrés de reticulo en modelos murinos han sido
pobremente exploradas en la EA72. La complejidad
de la sefializacién de la UPR ofrece multiples ni-
veles de intervencién, que van desde los sensores
de estrés, moduladores, factores de transcripcion,
hasta los miles de blancos rio abajo de la senali-
zacién. En este sentido, la manipulacién de los
factores que participan en el sistema de respuesta
a estrés de RE estdn, actualmente, captando la
atenciéon como posibles objetivos terapéuticos
en la generaciéon de tratamientos para EA que
permitan, por ejemplo, aumentar el sistema de
respuesta a estrés de RE, pudiendo asi ser capaz
de disminuir las caracteristicas principales de la
patologia, entre las cuales se incluye la alteracién
de los procesos sindpticos, la agregacién proteica
y el mal plegamiento de proteinas, entre otros.
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