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Resumen:

Los avances cientificos y la constante evolucién de los métodos de experimentaciéon han
permitido conocer la gran importancia que tiene el proteosoma en nuestro organismo. Este
complejo intracelular, capaz de degradar proteinas una vez senalizadas, ha demostrado ser un
importante actor en diferentes enfermedades, debido a que su mal funcionamiento puede
acarrear desequilibrios proteicos, con diferentes e importantes consecuencias.
Asi, se ha probado que una sobreexpresién del mismo, conduce a una degradacién excesiva
de ciertas proteinas, sobre todo aquellas de tiempo de vida corto, modificando asi el curso
normal del ciclo celular. Esto tendria como consecuencias una proliferacion descontrolada de
células, o una inhibicién de la muerte celular. Todas estas modificaciones en las
concentraciones plasmdticas de determinadas proteinas, pueden desembocar finalmente en
un proceso oncoldgico. Es asi como ha surgido una nueva familia de fdrmacos anticancerosos,

los inhibidores del proteosoma, capaces de frenar dicho proceso patoldgico.

También se sospecha, que la baja actividad del mismo puede disminuir la degradacion de
proteinas, y provocar un aumento de concentracion de estas, tanto en el interior como en el
exterior celular. En ocasiones, estas proteinas estaran mal plegadas o defectuosas, y se
formaran agregados proteicos, que puede provocar un mal funcionamiento celular. Este seria
el caso de las enfermedades neurodegenerativas. Muchas de estas patologias se caracterizan
por la presencia de conjugados proteicos, como los ovillos neurofibrilares en Alzheimer, los
cuerpos de Lewys en el tronco cerebral en pacientes con Parkinson, agregados de huntingtina
en la enfermedad de Huntington, o cuerpos de bunina en la Esclerosis Lateral Amiotréfica.

Por otro lado, tanto el cdncer como las enfermedades neurodegenerativas se acompaiian de
procesos inflamatorios, que pueden afectar a la homeostasis proteica, alterando el tipo y la

cantidad de proteosomas.

Palabras clave: inmunoproteosoma, neurodegeneracion, cancer, proteina.
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Introduccion:

Conocer la fisiopatologia de las enfermedades, asi como las funciones que tienen
determinados organulos en nuestro organismo es importante. Hoy en dia tenemos mucha mds
informacidn que hace algunos afos, pero sigue siendo insuficiente, por lo que es necesario
seguir profundizando en ciertos temas para comprender mejor qué ocurre en nuestro

organismo, tanto en situaciones fisioldgicas como patoldgicas.

A mayor conocimiento, mejor podremos actuar en determinadas enfermedades, tanto en

tratamiento, prevencidn, calidad de vida o, incluso, esperanza de vida.

En el caso de las enfermedades neurodegenerativas, conocer la fisiopatologia exacta de estas,
es imprescindible para poder poner fin a este tipo de patologias, de las que conocemos tan
poco aun. En esta revision nos hemos centrado en ciertas de estas enfermedades; Parkinson,

Alzhéimer, Huntington y Esclerosis Lateral Amiotrofica.

También en el caso del cancer nos queda mucho por conocer. A pesar de la gran variedad de
farmacos anticancerosos que conocemos, sigue habiendo muchas contraindicaciones y efectos
adversos importantes, y no siempre podemos contar con una alta eficacia. Hace apenas 13
afios salieron los primeros inhibidores del proteosoma con indicacidn expresa para procesos

oncoldgicos.

Se ha comprobado que el proteosoma tiene gran importancia en numerosos procesos, y es por
ello que debemos conocer bien su funcién y su mecanismo, con el fin de que algun dia, estos

conocimientos nos ayuden a erradicar ciertas enfermedades, tan comunes en nuestra época.

El proteosoma es un complejo macromolecular compuesto por 28 subunidades proteicas,
localizado en el citoplasma y el ndcleo de células eucariotas. Tiene forma cilindrica y mide
alrededor de 15 nm de longitud y 12 nm de didmetro, por lo que es visible al microscopio
electrénico.

El proteosoma presenta tres actividades cataliticas, y sirve para degradar proteinas de forma

selectiva, asociado al complejo de senalizacidn de ubiquitina.

El proteosoma estd implicado en multitud de funciones, entre las que podemos destacar:

- Degradacion de proteinas malformadas.



- Diferenciacion celular.

- Sistema inmunoldgico (inmunoproteosoma).
- Regulacién del ciclo celular.

-Localizacion intracelular de proteinas.
-Defensa contra toxinas.

- Maquinaria degradativa de proteinas.

-Modificacién postraduccional de proteinas (Histonas).

Mads del 80% de las proteinas celulares son procesadas por proteosomas.

Los proteosomas actlan sobre proteinas que han sido marcadas como objetivos de
degradacion mediante la adhesion de otra proteina llamada ubiquitina. Las sefiales de
degradacion se encuentran generalmente escondidas en proteinas correctamente plegadas,
pero se vuelven accesibles cuando la proteina es plegada incorrectamente o desnaturalizada.
Cuando estas sefiales se encuentran expuestas, otras enzimas agregan una pequeiia proteina,
la ubiquitina, a la proteina objetivo. La proteina con ubiquitina es reconocida por una proteina
receptora en el proteosoma, por lo que es introducida dentro del mismo y luego degradada.
Posteriormente, los péptidos generados (de 2 a 30 aminoacidos) son liberados por el

proteosoma e hidrolizados hasta aminoacidos libres por peptidasas inespecificas citosdlicas.

Objetivos de la revision:

El objetivo principal de esta revisién bibliografica es describir el funcionamiento del
proteosoma, y en especial, del inmunoproteosoma, e intentar recopilar toda la informacion
existente hoy en dia acerca de su grado de implicacion en las enfermedades
neurodegenerativas. Con un mejor conocimiento de todo esto, podremos profundizar mejor
en la fisiopatologia de éstas, y poder abrir asi nuevas rutas terapéuticas que puedan acabar
finalmente con ellas.

También se describe el importante papel que tiene este complejo en los procesos oncoldgicos,
y los nuevos tratamientos terapéuticos ya existentes, que actian directamente inhibiendo a

dicho complejo.



Metodologia:

Esta revisidn bibliografica se ha hecho a partir tanto de trabajos originales como de otras
revisiones sobre el tema. También, en contadas ocasiones, se han consultado paginas web
oficiales, como la del Centro de Informacién Online de Medicamentos del AEMPS. Para todo
ello, se ha buscado informacién en bases de datos internacionales. Se ha tratado de elaborar
una estrategia de busqueda amplia de informacion relacionada con las enfermedades tratadas

en el tema.

La busqueda bibliografica comenzo a finales de enero de 2016, y finalizé a finales de mayo del

mismo afio.

La principal fuente de informacidon fue PubMed, en los que se puso como condicién que los
articulos o revisiones tuviesen menos de 10 afios, con el fin de filtrar datos poco relevantes y
encontrar la informacidn mas actual. Finalmente, se ha aceptado informacién anterior a 10
afnos, al considerarla necesaria para realizar esta revision. Hemos partido, por tanto, de
articulos y revisiones actuales, que nos han llevado en ocasiones a informaciones algo mas

antiguas.

Las palabras clave que se utilizaron para la busqueda han sido: immunoproteasome, cancer,
neurodegenerative diseases, Parkinson, Alzehimer, Huntington, Sclerosis Amyotrophic Lateral,
Ubiquitylation, Proteasome, Nervous System, Misfolded Proteins, Proteasome Inhibitors y
Therapy. Se ha realizado casi en su totalidad en inglés, por ser en el idioma en el que mas

informacion hay sobre este tema.

De todos los resultados obtenidos, se han escogidos aquellos que se encontrasen dentro de
unos criterios de inclusidn preestablecidos, y se desecharon aquellos que no cumplian estos
criterios;

-Publicacion realizada hace menos de 10 afios.

-Publicaciéon en espafiol, inglés, o francés.

-Informacién asociada al inmunoproteosoma en especial, mas que al proteosoma en si.

-Articulos con relacién directa entre cancer/neuropatologias con el inmunoproteosoma.



Resultados y discusion:

1. Sistema Ubiquitina-Proteosoma:

1.1 Ubiquitina:

El nombre ubiquitina se debe a su ubicua presencia en casi todos los tipos de células.

La ubiquitina es una proteina pequefia y muy conservada evolutivamente. Consta de 76
aminodacidos y 8,6 kDa, elevada estabilidad, ausencia de enlaces disulfuro, excelente
solubilidad y predominio de estructuras secundarias con enlaces de hidrégeno. Estd formada
por cinco l[dminas beta y una gran hélice alfa. Esta pequefia proteina se une a las proteinas que
van a ser degradadas en un proceso denominado ubiquitinacién. La ubiquitina actua a modo
de etiqueta para que la proteina diana pueda ser reconocida por el proteosoma para su
degradacion.

La proteina que se va a degradar debe unirse a no menos de 4 mondmeros de ubiquitina para

que el proteosoma pueda llevar a cabo su degradacién hasta pequefios péptidos.

Figura 1: Estructura de la ubiquitina. Cinco Idminas beta y una hélice alfa.

Rose, Hershko y Ciechanover recibieron el Premio Nobel de Quimica en 2004 por el
descubrimiento de un sistema mediante el cual las proteinas que seran degradadas son
«marcadas» por una pequena proteina termoestable, la ubiquitina, para luego ser degradadas
por el proteosoma. Todas las proteinas se sintetizan y, posteriormente, se degradan
principalmente a través de dos sistemas: los lisosomas y el sistema ubiquitina-proteosoma
(SUP). El sistema descubierto por Rose, Ciechanover y Hershko requiere gasto de energia, un
hecho inusual ya que por definicion la hidrdlisis de las proteinas es un proceso exergdnico, una

paradoja si se quiere y que sefala la importancia vital de este proceso. El SUP se encarga de



degradar aproximadamente el 90% de las proteinas solubles de vida media-corta. Asi degrada
proteinas, dafiadas, mal plegadas, no necesarias o proteinas cuya concentracién ha de cambiar
de forma rapida, como las ciclinas, que deben permanecer en concentraciones estables hasta
gue sean procesadas en un determinado momento del ciclo celular.

(Cascales, 2005).
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Figura 2: Proceso de degradacion por el SUP. (Ciechanovery Tae Kwon, 2015)

1.2 Sistema de Ubiquitinacidn:

El proceso de conjugacion de la ubiquitina, demostrado por Avram Hershko, es reminiscencia
de la activacidn de los aminoacidos y ocurre en tres etapas:

1) En una reaccién dependiente de ATP, el carboxilo terminal de la ubiquitina se conjuga
mediante un enlace tioéster con la enzima activadora de la ubiquitina E1. El enlace covalente
entre la ubiquitina y el sustrato proteico requiere la activacién del grupo carboxilo terminal de
la ubiquitina. En esta reaccidn, la ubiquitina se une a la enzima activadora de la ubiquitina E1,
mediante un enlace tioéster de alta energia, entre el carboxilo terminal del residuo de glicina y
el residuo de cisteina del sitio activo de la enzima E1 (E1-S-Ub). En esta reaccion la enzima E1
hidroliza el ATP a AMP y PPi, con la intermediaria formacién de un E1-ubiquitin adenilato.

2) La ubiquitina se transfiere a un grupo SH de la enzima conjugadora, transportadora de
ubiquitinas (E2), formando un enlace tioéster similar al formado anteriormente con la enzima

E1 (E2-S-Ub).

3) La ubiquitina ligasa E3 transfiere la ubiquitina activada desde la enzima E2 al sustrato
proteico, al que se une mediante un enlace isopeptidico con el grupo € de un residuo amino de
lisina del sustrato. Esta reaccidn requiere la intervencion de una tercera enzima, la ubiquitina

ligasa o E3. E3 se une a la proteina sustrato y también a E2 para formar un complejo E2-E3-



sustrato. La formacidn y reconocimiento de dicho complejo tiene una alta especificidad de

sustrato para la cascada de conjugacion.
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Figura 3: Proceso de Ubiquitinaciéon. (M. Cascales, 2005)
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Figura 4: El proceso catalitico de la degradacion. (JD. Franco, y cols., 2013)
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Una cadena de poliubiquitina se va elaborando sobre la proteina por adiciones de monémeros
de la ubiquitina en sucesivas rondas de ubiquitinacidn. Estas moléculas de ubiquitina van
afiadiéndose a residuos especificos de lisina de la Ultima ubiquitina de la cadena. Las proteinas

unidas a la cadena de poliubiquitina son reconocidas por el proteosoma para su degradacién
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proteolitica con el concomitante reciclado de mondmeros de la ubiquitina por enzimas

desubiquinantes.

2. Proteosoma:

2.1 Tipos de proteosoma:

Hay tres tipos de proteasomas funcionales: El proteosoma 20S, el proteosoma 26S, y el
inmunoproteosoma. Igualmente existen dos tipos de particulas reguladoras denominadas 19S
y 11S. A continuacién se describen los diferentes tipos de proteasomas:

-El proteosoma 20S es un complejo de unos 700 kDa aproximadamente, compuesto por cuatro
anillos; 2 alpha y 2 betas, cada uno constituido a su vez por 7 subunidades. Entre los 4 anillos
se forman tres espacios o cdmaras internas; precamara, cdmara de reaccién y postcamara. Los
dos anillos externos estdn formados por subunidades a en su mayoria y su rol principal es el de
controlar el acceso al compartimento catalitico, e interactuar con los factores de regulacién y
complejos de proteinas. Los dos anillos interiores estan compuestos por subunidades B. En la
camara de reaccion, cada subunidad B deja su extremo amino con una Treonina muy reactiva
hacia el interior de la cdmara, que se comporta como nucleofilo, y primer aceptor de protones
en la escision de la cadena peptidica, por lo que es el primer residuo que lleva a cabo la

degradacion de proteinas.

La actividad catalitica en células eucariotas esta restringida a las subunidades B1, 2 y B5. Estas
subunidades tienen distintas actividades péptidasa, que son selectivas para la escision de las
cadenas peptidicas en el lugar carboxilico de los residuos de aminoacidos, ya sean acido (B1),
basico (B2), o hidréfobico (B5). Estas actividades estan definidas como activida caspasa,
actividad tripsina, o actividad quimotripsina, ya que mimetizan las actividades de las ya
conocidas enzimas proteoliticas, y son realizadas por las subunidades B1, f2 y B5,

respectivamente (Coux y cols, 1996, Baumeister y cols, 1998)

-El proteosoma 26S esta formado por una particula central, el proteosoma 20S, que alberga el
lugar con actividad catalitica, rodeado en cada extremo por dos particulas reguladoras
denominadas complejos 19S. El proteasoma 26S es el encargado de degradar a las proteinas
poliubiquitinadas.

La particula 19S tiene el rol de reconocer las proteinas ubiquitinizadas y convertirlas en una
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forma apropiada para la degradacién por el centro catalitico 20S. Este proceso implica el gasto

de ATP y es por ello que en la particula 19S existen 6 subunidades con actividad ATPasa.

El proteosoma 11S regulador, de unos 280 kDa, esta constituido por dos tipos de subunidades,
a y B, distribuidos en forma de anillos heptaméricos, en cada extremo del proteosoma 20S.
Cada anillo estd compuesto por 3 subunidades a y 4 subunidades B. La interaccion de las dos
particulas no es dependiente de energia. Su rol consiste en aumentar la actividad peptidasa del

centro (core), particularmente la actividad quimotripsina (Rechsteiner y cols, 2000).

-El inmunoproteosoma: Compuesto por el proteosoma 20S, pero con las subunidades
cataliticas y constitutivas sustituidas por las subunidades B1, B2 y B5 inducibles. Ademas es
frecuente la asociacién con la particula 11S en lugar de 19S como en el caso del proteosoma

26S.

El inmunoproteosoma (20Si) es un tipo de proteosoma localizado mayoritariamente en
monocitos y células dendriticas y ausentes en el resto de las células. Una funcidn bien descrita
del inmunoproteosoma es la de generar péptidos con un extremo C terminal hidrofdbico, que
pueda ser procesado para encajar en la ranura de moléculas del MHC clase |. Esta bateria de
péptidos en la superficie celular permite la vigilancia por las células CD8 del sistema adaptativo
inmune para la presentacidn de antigenos para células infectadas por diferentes patdgenos.
Sin embargo, durante un proceso inflamatorio, tanto el IFN-y como el TNF-a pueden inducir la
sintesis del inmunoproteosoma en células que generalmente no lo expresan, favoreciendo por
tanto la generacidn de péptidos mas eficientes para su presentacidn por las proteinas HLA y
favorecer asi su reconocimiento por los TCRs de los linfocitos CD8 y la eliminacion de células

potencialmente infectadas por un virus o con antigenos oncogénicos (Kloetzel, 2004).

Los inmunoproteosomas contienen sustitutos para las tres subunidades cataliticas de los
proteosomas estandar. En la mayoria de células, el estrés oxidativo y las citoquinas
proinflamatorias son estimulos que conducen a la producciéon elevada de inmunoproteosomas.
En las células del sistema inmune, especialmente en las células presentadoras de antigenos,
también se expresa un nivel basal superior de inmunoproteosomas.

Las funciones del inmunoproteosoma, diferentes que la generacidn de péptidos para la
presentacion de antigenos, estan haciendo surgir estudios en ratones inmunoproteosomas-
deficientes, y estdn complementados por recientes enfermedades descritas ligadas a

mutaciones en subunidades del inmunoproteosoma.
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Figura 5: Helen K. Johnston-Carey and cols., 2016.

2.2. éPor qué el proteosoma como un potencial objetivo terapéutico?

El inmunoproteosoma, en condiciones normales, esta expresado Unicamente en ciertas células
relacionadas con la funcién inmune, y sélo en ciertos érganos (Vasuriy cols., 2010).

El inductor de inmunoproteosoma mas conocido es el IFN-y, secretado generalmente por las
células en procesos inflamatorios, aunque ciertos estudios sugieren que hay también otros
mecanismos inductores, como la activacion de TLR-4 (“Toll-like receptor 4”) (Stohwasser y
cols., 2000; Vezzaniy cols, 2011).

En condiciones patoldgicas, como enfermedades neurodegenerativas, los procesos
inflamatorios inducen sintesis de inmunoproteosomas en células donde normalmente estan
ausentes (por ejemplo, en las neuronas).

Los estudios en modelos animales conducen a pensar que la inhibicién o ausencia de
inmunoproteosomas podria tanto mejorar como empeorar el curso de ciertas enfermedades
(Muchamuel y cols., 2009; Basler y cols, 2010).

Desafortunadamente, la mayoria de investigaciones que hay actualmente en este tema estan
dirigidas al estudio de inhibidores de inmuproteosoma. Ademds, hay que subrayar que estos
estudios estan limitados por dos factores:

-la especificidad de los inhibidores para ciertas subunidades del inmunoproteosoma,

-y la presencia de ciertos mecanismos compensadores a esta inhibicion.
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Por todo esto, la relacién entre ciertas enfermedades y la expresién del inmunoproteosoma se
ha convertido en un marcador potencial de los procesos patoldgicos, y en un posible objetivo

terapéutico.

3. Patologias derivadas del malfuncionamiento:

Un mal funcionamiento del proteosoma puede estar relacionado con patologias como las
enfermedades neurodegenerativas y el cancer. Por ejemplo, una disminucién en la capacidad
degradativa puede dar lugar a una acumulacidn de proteinas ubiquitinizadas que pueden
formar agregados protéicos dificilmente degradables. Por otro lado, una sobreexpresion del
proteosoma puede llevar a procesos oncoldgicos debido a cambios en la concentracién de

proteinas responsables del ciclo celular.

3.1 Proteosoma e Inflamacidén:

La inflamacién puede aparecer a consecuencia de una lesién, infeccidn, o enfermedad. Se
caracteriza por el dafio o estrés provocado en un tejido y se asocia a la via de sefializacion de
las citoquinas como parte de la respuesta inmunitaria global. Las citoquinas pueden
desencadenar un dafio mayor entre las células y/o inducir mecanismos para compensar estos
dafios de manera que son capaces de devolver la célula a su estado de homeostasis (Belardelli,

1995).

Se piensa que el inmunoproteosoma mejora el dafio celular inducido por la inflamacién, y
como se ha mencionado anteriormente, su expresion esta regulada por citoquinas secretadas
durante la respuesta inflamatoria. La proteccion de la célula del dafio inducido por la
inflamacidn puede darse por degradacién de proteinas dafiadas, o bien mediante la regulacion
de la produccién de citoquinas.

Para la realizacién de dichas tareas, el inmunoproteosoma debe ser previamente expresado.
Uno de los inductores mejor caracterizados del inmunoproteosoma es el interferén-c (Aki et
al., 1994; Akiyama et al., 1994; Groettrup et al., 1996). Otras citoquinas, tales como el TNF-a
pueden también inducir la expresion del inmunoproteosoma, pero el interferén-c parece ser el

mas eficaz (Ferrington & Gregerson, 2012; Tanoka & Kasahara, 1998).
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Concerniente a la sefalizaciéon del interferén-c, las respuestas celulares incluyen la
fosforilacién del 20S proteosoma, y la iniciacion a la transcripcion de las subunidades
especificas “B” del inmunoproteosoma: B 1i (LMP2), B 2i (MECL-1), y B 5i (LMP7) (Aki et al.,
1994). Esto se consigue mediante la union de transductores de sefales y activadores de la
transcripcién-1 (Stat-1) y el factor regulador del interferén-1 (IRF-1) con los elementos

reguladores del interferdn-c en las regiones promotoras de estos genes (Foss & Prydz, 1999).

LMP2, LMP7, y MECL-1 cuentan, cada uno, con multiples elementos de respuesta del
interferdn-c, asi como el NF-jB, cAMP, y SP-1 contienen secuencias de respuesta entre sus
promotores. (Ferrington & Gregerson, 2012). Ademas, la sefializacion del interferén-c también
aumenta la expresion del regulador 11S. Se piensa que el 11S asiste al inmunoproteosoma en
la tarea de generar péptidos para la presentacién de antigenos ya que éste es mas eficiente en
la produccién de antigenos que el 19S (Gomes, 2013). Tras la maduracién, el
inmunoproteosoma es capaz de degradar proteinas oxigenadas (Pickering & Davies, 2012b;

Pickering et al., 2010; Seifert et al., 2010).

Estudios realizados demuestran que el inmunoproteosoma juega un papel en la produccidn de
las citoquinas en respuesta a la inflamacidn o infeccion, y células o animales con subunidades
de inmunoproteosoma deficientes tienen una sefializacién de citoquinas disminuida (Arima et
al., 2011; Kitamura et al., 2011; Liu et al., 2012; Muchamuel et al., 2009; Rockwell et al., 2012).
Las citoquinas que han mostrado estar reguladas por el inmunoproteosoma incluyen el
interferén-c, IL-2, IL-4, IL-10, e IL-23, y se utilizaron las células del ratén knockout
LMP7_/ MECL1_/ para mostrar que la falta del inmunoproteosoma también causa una
disminucién en la expresiéon de dos factores transcriptores de citoquinas, GATA3 vy t-bet
(Muchamuel et al., 2009; Rockwell et al., 2012). Analizandolos juntos, estos hallazgos sugieren
qgue el inmunoproteasoma no sélo juega un papel en la respuesta a la inflamacién, sino que

participa también en la activacion de citoquinas inflamatorias.

3.2 Inhibidores del inmunoproteosoma en enfermedades autoinmunes

inflamatorias:

La inhibicion del proteosoma conduce a apoptosis por la interrupcién de la degradacion de
proteinas clave para el ciclo celular. Adicionalmente, los antigenos que se unen a las células

presentadoras de antigenos son péptidos, producto de la degradacidn llevada a cabo por los
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proteosomas vy, por tanto, de una manera indirecta el proteosoma colabora en el proceso de
presentacién de antigenos a los LT. Por otra parte, se sabe que el inmunoproteosoma regula la
produccién de diversas citocinas proinflamatorias, y que la inhibicidon del proteosoma tiene un
efecto especialmente intenso sobre las células plasmaticas, por lo que su utilizacién clinica

hasta ahora se ha centrado en el mieloma.

Sin embargo, de este efecto y de los anteriormente expuestos podrian también derivarse
ventajas sobre la sintesis de autoanticuerpos en las enfermedades inflamatorias

autoinmunitarias.

En la actualidad, disponemos de al menos 2 inhibidores inespecificos o duales del proteosoma
(inhibidores de ambos tipos de proteosoma) (bortezomib y carfilzomib) y de un inhibidor
especifico del inmunoproteosoma (ONX 0914).

Carfilzomib y bortezomib (Velcade®). Son inhibidores inespecificos del proteosoma al que
inhiben reversiblemente. Utilizados en el tratamiento del mieloma, su empleo se ve limitado
por producir con cierta frecuencia una neuropatia periférica. Tanto estos inhibidores
inespecificos como ONX 0914 se han probado en modelos murinos de lupus, en los que han
demostrado que previenen el desarrollo de la enfermedad y disminuyen la sintesis de
anticuerpos por un doble mecanismo que incluye la reduccion del nimero de células
plasmaticas y la supresion de la producciéon de IFN-a por las CDP38, efectos ambos que
convierten a los inhibidores del proteosoma en moléculas interesantes en el tratamiento del

LES.

4. Inmunoproteosoma y enfermedades neurodegenerativas:

Las enfermedades neurodegenerativas se suelen caracterizar por la acumulacién de proteinas
que, por una mutacidn espontanea o hereditaria, tienen mayor cantidad de aminodcidos
apolares y laminas beta plegadas de lo normal, por lo que son proteinas aberrantes que
tienden a unirse entre si para evitar su contacto con el liquido celular, formando lo que se

conoce como pentameros SAP (Serum Amiloid Fosfate) que tienden a unirse 2 a 2.

La patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas se asocia con el
malfuncionamiento del inmunoproteosoma, y generalmente contribuido por la baja expresién

del sistema SUP.
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Uno de los mayores factores de riesgo de la reducida actividad del SUP en el cerebro es la edad
(Ciechanover y Tae Kwon, 2015). Muchos estudios han mostrado que la actividad proteosomal
puede reducirse con la edad, lo que resulta en una disminucién de la capacidad de degradar
proteinas mal plegadas, contribuyendo a la formacién de agregados proteicos patoldgicos.
Otro factor de riesgo es la presencia de agregados de proteinas que inhiben la actividad de los
componentes del SUP, incluyendo al proteosoma. Por ejemplo, los agregados B-laminados
ricos en PrP bloquean Ila entrada de la particula 20S del proteosoma.
La proteina Tau ubiquitinada y fosforilada en Alzehimer puede bloquear la entrada del sitio
catalitico 19S, uniéndose al sitio de reconocimiento, dando lugar a un colapso en la
degradacion proteosomal.

Ademas, recientes estudios han mostrado que los agregados de muchas otras proteinas
patogénicas en enfermedades neurodegenerativas pueden inhibir directamente la actividad

del proteosoma (Johnston-Carey y cols., 2016).

4.1 Enfermedad de Parkinson:

La enfermedad de Parkinson consiste en un trastorno crénico y degenerativo de una de una
zona del cerebro encargada de controlar el sistema motor y que se manifiesta con una pérdida
progresiva de la capacidad de coordinar los movimientos. Se produce cuando las células
nerviosas de la sustancia negra del mesencéfalo, area cerebral que controla el movimiento,
mueren o sufren algin deterioro, lo que trae como consecuencia un déficit de dopamina en

sus areas de proyeccion.

Estas alteraciones histoldgicas y neuroquimicas se traducen en la mayoria de los trastornos
motores que presentan los pacientes parkinsonianos; temblor de reposo, lentitud en Ia
iniciacion de movimientos y rigidez muscular. La enfermedad de Parkinson afecta
aproximadamente al 1 por ciento de la poblacién mayor de 65 afios y al 0,4 por ciento de la

poblacién mayor de 40 afos.

Las neuronas dopaminérgicas dafiadas producen en exceso unas proteinas andmalas, que
interaccionan entre ellas de manera hidrofdbica, formando unos agregados llamados “placas

amiloideas”, caracteristicos en los cortes histopatoldgicos de pacientes con Parkinson.

Una teoria de la posible etiologia de la enfermedad explica el origen en las bases citoquimicas:

La célula intenta deshacerse de éstas macromoléculas mediante la via ubiquitina —
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proteosoma, o intentando replegar las moléculas mediante las chaperonas (Vilchez y cols.,
2014). Pero debido a la avanzada edad de los sujetos y/o a la concentracidon saturada de
proteinas amiloideas y/o a la inhibicion de estos complejos enzimaticos; estos dos mecanismos
no funcionan bien y no consiguen solucionar el problema. Las neuronas mueren por apoptosis

y se genera esta enfermedad.

Un factor importante en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson es la a-sinucleina. La a-
sinucleina es una proteina nuclear y sindptica que es el principal componente de los cuerpos
de Lewy (Leroy y cols., 1998). La agregacion de esta proteina se considera que contribuye a la
fisiopatologia de la enfermedad. Sin embargo, el mecanismo patoldgico por el cual esta
proteina actla no es completamente conocido, aunque una de sus dianas es el proteosoma

26S, inhibiendo su actividad.

Una disfuncidon en el manejo de la proteina en la parte compacta de la sustancia negra en
pacientes afectados por Enfermedad de Parkinson esporadica da lugar a un incremento en el
nivel de proteinas oxidadas y dafiadas, un incremento en la agregacién de proteinas, y la
acumulacién de un amplio rango de proteinas mal degradadas en el interior de los cuerpos de
Lewis. En estos pacientes, las tres actividades peptidasas del proteosoma 20S estan afectadas,
en comparacion con las actividades normales. Ademas, en las neuronas dopaminérgicas del SN
se ha descrito una pérdida selectiva de la subunidad a del proteosoma, lo que da lugar a una
desestabilizacion de la actividad catalitica del proteosoma (McNaught y Jenner, 2001;

McNaught y Olanow, 2003)

Mientras tanto, el inmunoproteosoma no ha sido directamente sefialado como alterado o
mutado en dicha enfermedad. Como se ha dicho anteriormente, parece ser que son los
cambios en el SUP los que estadn alterados. Como sea, una mayor investigacion es necesaria

para determinar claramente el rol del inmunoproteosoma en Parkinson.

4.2 Enfermedad de Alzheimer:

El Alzheimer se produce debido a la reduccién en la produccién cerebral de acetilcolina, lo que

provoca a un deterioro en el rendimiento de los circuitos colinérgicos del sistema cerebral.

Clinicamente se caracteriza por el progresivo e irreversible deterioro de la memoria, de las

habilidades para realizar hdbitos rutinarios, de la orientacién en tiempo y espacio, del
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lenguaje, del pensamiento abstracto y de la habilidad para aprender y efectuar cdlculos

matematicos.

A nivel histopatoldgico, la EA es un proceso neurodegenerativo que se caracteriza por la
selectiva y progresiva muerte de las células neuronales en areas cerebrales especificas,
principalmente de la neocorteza y el hipocampo, lo que se refleja clinicamente por un estado
demencial. El cuadro clinico de la demencia tipo Alzheimer se acompafia de la acumulacion
masiva de filamentos insolubles que tienen la conformacién R-plegada las que definen dos
tipos principales de lesiones: las placas neuriticas (PNs), en el interior neuronal, y las maranas
neurofibrilares (MNFs), en el liquido extracelular. El principal componente proteinico de
fibrillas de las PNs es el péptido amiloide B (péptido formado de 39 a 43 aminodacidos,
proteinas en forma de hoja plegada) y de las MNFs, la proteina Tau. La Tau se hiperfosforila, y
forma dichos agregados en forma de ovillos, conocidos también como PHFs, por su nombre en

inglés (“tau-based Paired Helical Filaments”).

Estos dos tipos de lesiones representan los productos de un transtorno del plegamiento de
proteinas que se caracterizan por protedlisis y cambios conformacionales. Esta serie de

eventos moleculares llevan a la formacién de polimeros insolubles de estructura plegada RB.

Probablemente hay distintos factores en el desarrollo de la enfermedad, como la presenilina-1
y presenilina-2, implicadas en el proceso de transporte del complejo y-secretasa proteolitica
(Ciechanover y Schwartz, 2004). Esta acumulacién ha sido relacionada a disfunciones de la
actividad proteolitica del proteosoma (Kellet y cols, 2000, Lopez Salon y cols, 2000). Se ha
descrito que B-amioloide interfiere en el paso proteolitico del Sistema Ubiquitina-Proteosoma
(SUP), afectando a la actividad proteolitica del proteosoma 26S, debido a una interaccion con
el centro catalitico, el 20S, particularmente con la subunidad B5 de éste, dando como
resultado una reduccién de la actividad proteolitica quimotripsina (Gregori y cols, 1995).
Esta situacion afecta la zona estriada del hipocampo, aunque también apreciable en otras
regiones, y su severidad corrobora con la cantidad de filamentos helicoidales apareados, y la

acumulacidn de proteinas oxidadas (Keck y cols, 2003).

Por ultimo, tanto presenilina-1 como presenilina-2 estan altamente controladas por multiples
actividades proteoliticas (Kim y cols, 1997, Steiner y cols, 1998). Por tanto, la acumulacion de
PS-2 debido al mal funcionamiento del proteosoma en enfermedad de Alzheimer puede ser

asociado con la acumulacién de B-amioloide, lo que dificultaria la funcién del proteosoma.
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Ha sido demostrado que ambos factores inhiben la actividad del proteosoma y se ha sugerido
gue esta inhibicidon induce dafio neuronal. Ademas, el Sistema Ubiquitina-Proteosoma esta
también involucrado en el control de la maduracion fisioldgica de la proteina precursora del B-
amieloide, por la modulacion de la concentracion intracelular de presenilinas (Checler y cols,
2000). Se ha comprobado también una inhibicidn proteosémica en extractos crudos de

cerebros afectados por esta patologia.

La bajada de actividad observada del proteosoma 20S en tejido cerebral afectado por
Alzehimer podria ser debida a la presencia de moléculas inhibitorias mas que a un
decrecimiento de la funcionalidad del proteosoma 20S por si misma (Keck y cols, 2003, Keller y

cols, 2000, Gillardon y cols, 2007).

Los immunoproteosomas estan distribuidos en diferentes regiones del cerebro en pacientes
con Alzheimer con un significante incremento de LMP2 en el hipocampo (Mishto y cols, 2006),
pero sorprendentemente asociado con actividades inalteradas de actividad quimotripsina, en

oposicidn a lo que se pensaba antes, y un significante descenso de actividad tripsina.

Se ha especulado que su expresién podria ser un intento de abordar la acumulaciéon de

proteinas Tau oxidadas y fosforiladas que se producen en la progresion de la enfermedad.

La poca informacién disponible sobre el papel del inmunoproteosoma en Alzhéimer no nos
deja estimar si una inhibicidn de su funcidn conllevaria a una progresion o a una reduccién del
dafio neuroldgico. Ademas, los sintomas clinicos de la enfermedad aparecen cuando el dafio
neurolégico es ya considerable, por lo que podriamos especular que una modulacién de la
funcién del inmunoproteosoma en las etapas jovenes de la enfermedad podria tener

diferentes efectos (incluso contrarios) que una modulacion en las Ultimas etapas.

4.3 Enfermedad de Huntington:

La enfermedad de Huntington es causada por un defecto genético en el cromosoma 4. El
defecto, llamado repeticion CAG, hace que esta parte del ADN se replique muchas mas veces
de las debidas. Normalmente, esta seccién del ADN se repite de 10 a 28 veces, pero en una

persona con la enfermedad de Huntington, se repite de 36 a 120 veces.

Es, por tanto, un trastorno autosomal dominante neurodegenerativo que afecta a 5-10

individuos de cada 100 000. Los individuos afectados sufren un declive progresivo tanto motor
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como cognitivo, asociado también a depresiéon, demencia y ansiedad. Esta enfermedad
progresiva es causada por la agregacion de la proteina huntingtina mutante (mHTT).
Esta proteina mutada contiene una larga cola de glutamina residual, llamada polyQ, que esta
codificada por una repeticién del codén CAG dentro del exén 1 del gen HTT, que codifica a la

huntingtina.

Las inclusiones de polyQ pueden ser una consecuencia de un mecanismo protector para aislar
las formas oligoméricas de mHTT, que son altamente citotdxicos para las neuronas. Los
agregados extracelulares pueden ser internalizados por las células para iniciar una nueva
ronda de agregados de polyQ, lo que sugiere que mHTT puede actuar como un agente
infeccioso a través de un mecanismo observado en las enfermedades producidas por priones.
A pesar de la importancia de la mHTT en la patogénesis de la Enfermedad de Huntington, es
sorprendente lo poco que se conoce el mecanismo por el cual el mHTT citotéxico es sacado de
la célula. Esto es quizds porque mHTT es un substrato pobre para todos los mecanismos

proteoliticos conocidos, incluyendo SUP, CMA y macroautofagia.

Ademas, extensos estudios han mostrado que la mHTT actia como un inhibidor de la
magquinaria proteolitica. Por ejemplo, las inclusiones de mHTT son ricas en componentes del
SUP, como ubiquitina o HTT ubiquitinizada. La acumulacién de inclusiones de mHTT no es una
consecuencia de una inhibicion directa del proteosoma, sino de la falta del sistema de control

de calidad de proteinas en asociacidn con la secuestracion de chaperonas moleculares.

En el cerebro de pacientes con dicha mutacién, podemos encontrar agregados de Ubiquitina 'y
subunidades proteosomales. Que encontremos proteinas ubiquitinadas y restos de
proteosoma en estos agregados sugiere que la eficiencia del sistema ubiquitina-proteosoma
estd perjudicado por la mutacién en el codon CAG (Diaz- Hernandez y cols, 2003).
Inesperadamente, las actividades peptidasas del proteosoma no estan disminuidas, e incluso

podemos encontrar que las actividades quimotripsinay tripsina estdn aumentadas.

Aunque los ultimos estudios viran hacia el papel del inmunoproteosoma en enfermedad de
Huntington, sélo dan informaciéon con respecto a la eficiencia del nucleo catalitico del
proteosoma, no a la influencia del 19S regulador y a su inestabilidad a degradar proteinas

marcadas con Ubiquitina.

La expresién aumentada del inmunoproteosoma podria ser un marcador de los mecanismos
subyacentes de la neurodegeneracion caracteristica de la enfermedad, teniendo en cuenta el

estrés neuroinflamatorio.

21



4.4 Esclerosis Lateral Amiotroéfica:

Es una enfermedad neurodegenerativa fatal de etiologia desconocida caracterizada por una
progresiva pérdida de médula désea, neuronas motoras corticales y de parte del bulbo
raquideo.

Normalmente, ALS tiene un origen familiar en el 50% de los casos, y en el 10-20% de los estos
casos se debe a mutaciones en el gen que codifica a la enzima Superéxido dismutasa
dependiente de Zn/Cu (SOD1). Esta es una enzima citosdlica soluble que metaboliza los

radicales superoxidos a H202.

Las mutaciones de SOD1 son normalmente dominantes y causantes de la muerte de las
neuronas motoras afectadas, porque tienden a plegarse mal y formar agregados proteasa-

resistentes.

También, alrededor de un 5% de las ALS espordadicas son producidas por una mutacion en el

gen TDP-43.

Una de las caracteristicas neuropatoldgicas de la enfermedad son los cuerpos de inclusion que
comprenden agregados de proteinas ubiquitinizadas rodeadas por una red de filamentos mal

organizados. En estos cuerpos de inclusién podemos encontrar restos de la enzima SOD1.

Los restos mal plegados de las mutaciones de SOD1 y de TDP-43 son inicialmente sefialados
para la degradacién por el SUP, asi como por las chaperonas y las Ub ligasas. Debido a su
tendencia a agregarse, estas proteinas escapan durante el proceso de transmision al
proteosoma. Los agregados resistentes al SUP y a la autofagia forman inclusiones

intracelulares, que contienen Ub y ligasas Ub (Ciechanover y Tae Kwon, 2015).

Estas Inclusiones intracelulares, ricas en SOD1 son también detectables en neuronas motoras y
astrocitos de un modelo animal de ALS familiar; hecho en ratones transgénicos que tienen
sobre-expresado el gen de la SOD1 humana. En la médula espinal de estos ratones, la
acumulacién de SOD1 no depende del incremento de la transcripcidn, sino de la mala
degradacion. Esta anomalia corre paralelamente a la disminucidn de actividad del proteosoma
constitutivo y a los altos niveles del inmunoproteosoma, mas evidente cuanto mas severa es la
enfermedad (Cheroni y cols, 2005). También se han encontrado estas inclusiones en la espina

dorsal de pacientes post-mortem.

Finalmente, ha sido demostrado que la actividad reducida del proteosoma promueve la

acumulacidén de los agregados de proteinas. Asi, la patogénesis de ALS seria un circulo vicioso
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entre las proteinas mal plegadas y los mecanismos proteoliticos, que aceleran la excesiva
acumulacién de las inclusiones insolubles, llevando a la muerte de las neuronas motoras

afectadas.

4.5 Inmunoproteosoma como objetivo terapéutico en las enfermedades

neurodegenerativas:

Aungue en el Sistema Nervioso Central de personas jévenes y sanas, los inmunoproteosomas
estan casi ausentes, han sido detectados en células de diferentes areas del SNC de ciertos
sujetos afectados por Alzehimer, Hungtinton (Mishto y cols, 2010, Diaz-Hernandez y cols,
2003), Esclerosis Multiple, e incluso como se ha descubierto recientemente, en epilepsias del
I6bulo temporal (Mishto y cols, 2011).

La neuroinflamacidn, caracteristica tanto del proceso normal de envejecimiento como de las
enfermedades neurodegenerativas podria ser el desencadenante de la expresion del
inmunoproteosoma en ambas situaciones. Es importante también sefialar que la sintesis del
inmunoproteosoma podria estar limitada al SNC o ser el resultado de un fenédmeno empezado
en la periferia y con consecuencias en el SNC. La regulacién en otros érganos también podria
tener implicaciones a nivel del SNC, incluyendo la regulacién y expresion del
inmunoproteosoma. Por ejemplo, una relacidn entre cerebro e intestino con implicaciones
para el Sistema Inmune ha sido propuesta recientemente en estudios experimentales de

encefalomielitis autoinmune (Lee y cols, 2011, Ochoa-Reparaz y cols, 2011).

La alteracion de proteosomas que median la degradaciéon de proteinas contribuye a la
acumulacidn de proteinas modificadas o mal formadas en enfermedades neurodegenerativas,
como podrian ser los filamentos helicoidales apareados en la enfermedad de Alzheimer, o la
agregacion de a-sinucleinas en la enfermedad de Parkinson.

Actualmente, los agregados de proteinas son descritos como la razén de diferentes
enfermedades y su toxicidad producida en algunas enfermedades podria esta referida como
una inhibicién de la funcién del proteosoma.

La inhibicion de la actividad del proteosoma determina la muerte neuronal apoptdtica en una
variedad de cultivos de células neuronales, como se vio en un cultivo de neuronas deficientes
en el NGF (Nerve Growth Factor), neuronas del cerebelo expuestas a bajas dosis de potasio y

neuronas corticales expuestas a fragmentos B-amiloides.
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Un rasgo caracteristico de numerosas enfermedades neurodegenerativas es la acumulacion de
agregados proteicos consistentes en material ubiquitinado, restos de proteosomas, y proteinas

definidas especificas de cada enfermedad.

5. Inmunoproteosoma y cancer:

5.1 Ciclo celular:

El ciclo celular es una secuencia de sucesos que conducen primeramente al crecimiento de la
célula y posteriormente a la divisién en células hijas.

Se inicia en el instante en que aparece una nueva célula, descendiente de otra que se ha
dividido, y termina en el momento en que dicha célula, por divisidon subsiguiente, origina dos

nuevas células hijas.

La interfase es el periodo comprendido entre divisiones celulares. Es la fase mas larga del ciclo
celular, ocupando casi el 95 por ciento del ciclo, trascurre entre dos mitosis y se divide en tres
subetapas: G, Sy G,.

-El estado G, del inglés Growth o Gap; (Intervalo 1), es la primera fase del ciclo celular, en la
que existe crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN. Es el periodo que trascurre
entre el fin de una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN. Tiene una duracion de entre 6y 12
horas, y durante este tiempo la célula duplica su tamafo y masa debido a la continua sintesis
de todos sus componentes, como resultado de la expresién de los genes que codifican las
proteinas responsables de su fenotipo particular.

-El estado o etapa S representa la sintesis. Es la segunda fase del ciclo, en la que se produce la
replicacion o sintesis del ADN, como resultado cada cromosoma se duplica y queda formado
por dos cromatidas idénticas. Con la duplicacion del ADN, el nlicleo contiene el doble de
proteinas nucleares y de ADN que al principio. Tiene una duracién de unos 6-8 horas.

-El estado o etapa G,, del inglés Growth o Gap, (Intervalo 2), es el tiempo que transcurre entre
la fase Sy el inicio de la mitosis (la célula se prepara para mitosis). Tiene una duracién entre 3 y

4 horas. Termina cuando la cromatina empieza a condensarse al inicio de la mitosis.
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El estado o etapa M incluye la mitosis o reparto de material genético nuclear (donde se divide
la cromatina duplicada de modo tal que cada célula hija obtenga una copia del material
genético vy la citocinesis (divisién del citoplasma).

Si el ciclo completo durara 24 horas, la fase M duraria alrededor de media hora (30 minutos).
El final de la mitosis da lugar a un nuevo ciclo en G; o puede que la célula entre en fase G, que
corresponde a un estado de reposo especial caracteristico de algunas células, en el cual puede
permanecer desde pocos dias hasta incluso afios.

Las células que se encuentran en el ciclo celular se denominan proliferantes y las que se

encuentran en fase G se llaman células quiescentes.

Hay células que se encuentran permanentemente en el ciclo, como las epiteliales; otras estan
permanentemente fuera del ciclo, como las neuronas, y otras estan fuera del ciclo, pero bajo
un estimulo adecuado pueden volver a dividirse, como es el caso de las células hepaticas.
Factores ambientales tales como cambios en la temperatura y el pH, disminucién de los niveles

de nutrientes llevan a la disminucién de la velocidad de divisidn celular.

5.2 Regulacidn del ciclo celular:

Como todo proceso orgdnico, el ciclo celular esta sujeto a regulacion. Esta es realizada en sitios
especificos llamados puntos de control, que pueden frenar o disparar diversos procesos que le
permitan a la célula proseguir con su ciclo normal de replicacién del material genético,
crecimiento y divisién.

La funcion de la regulacién, basicamente es realizada por proteinas especificas conocidas como

kinasas (kdc) y ciclinas (ciclinas A 6 B).

Las principales moléculas que participan en el ciclo celular, y cuyo mal funcionamiento pueden
conducir a un proceso tumoral son:
-KdC: (kinase dependiente de ciclinas, agrega fosfato a una proteina), junto con ciclinas son las
mayores llaves de control para el ciclo celular, causando que la célula se mueva de G1a S o G2
a M.

-FPM: (Factor Promotor de la Maduracién) incluye la KdC y ciclinas que desencadenan la

progresion del ciclo celular.
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-p53: Es una proteina que funciona bloqueando el ciclo celular si el ADN esta dafiado. Si el
dafio es severo esta proteina puede causar apoptosis (muerte celular).

Los niveles de p53 estan incrementados en células dafiadas. Esto otorga tiempo para reparar
el ADN por bloqueo del ciclo celular.

Una mutacion de la p53 es la mutacién mas frecuente que conduce al cancer. Un caso
extremo de esto es el sindrome de Li Fraumeni donde un defecto genético en la p53 conduce a
una alta frecuencia de cancer en los individuos afectados.

-p27: Es una proteina que se une a ciclinas y KdC blogueando la entrada en fase S.
Investigaciones recientes afirman que la prognosis del cancer de seno esta determinada por
los niveles de p27; reducidos niveles de p27 predicen un mal resultado para los pacientes de

cancer de seno.

El cancer es una patologia que afecta directamente a las células, que tienen mutados una serie
de genes que afectan a la supervivencia y al ciclo celular de éstas células, haciendo que sean
células quiescentes (inmortales). El proteosoma, esta sobreexpresado y degrada ciclina en
exceso, por lo que la célula nunca para de dividirse, aparte de que esta célula crea sus propias
sefiales de supervivencia (IL-6) gracias a la destruccién del factor de regulacion IkB-NFKB, y
gracias a la destruccién constantes de los CDKinhibidores (p21, p27).

Debido a esto, la inhibicién del proteosoma podria ser un buen punto de partida para parar la
erradicacion del cancer, ya que afectaria al proceso de creacién de IL-6 y destruiria las ciclinas,

liberaria p21y p27, con lo que el cancer se frenaria y la célula, pasaria a estado un apoptético.

En el ciclo celular en células normales, el proteosoma degrada ciclina en anafase, para poder
pasar a telofase. Al final de la interfase se comienza a sintetizar ciclina que une

CDK, formando el complejo MPF (factor promotor de mitosis), que permite el paso de
metafase, dando lugar a un ciclo celular.

Lo que ocurre en células aberrantes, es que la ciclina se degrada continuamente por
sobreexpresion del proteosoma, por alguna mutacién o activador que hace que el

proteosoma esté descontrolado. Esto permite la destruccidn y renovacion de ciclina que une a

CDK 1, dando lugar a una mitosis continua e invasiva, que produce tumores y metastasis.

No solo existen este tipo de ciclinas, sino que para cada fase del ciclo celular hay una
ciclina que une especificamente a un tipo de cdk, por ello, hay otro nivel de regulacién que

afecta al ciclo celular: los CDK-INHIBIDORES, dentro de los cuales
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entrontramos el p21 y p27, que actian cuando hay dafio celular o cromosémico, parando el
ciclo hasta que se repara el dafio, siempre y cuando el proteosoma este inhibido o regulado de
forma normal, puesto que en condiciones oncogénicas, el

proteosoma esta sobreexpresado y degrada continuamente los CDK inhibidores, impidiendo

gue este punto de control funcione correctamente.

El tercer nivel de control que da lugar a procesos oncolégicos, es la de los sefales de
regulacién de los factores de supervivencia celular: kB y NFKB que originan

Interleuquinas 3 y 6, VEGF y VCAM1. Las células cancerosas resisten cualquier radiacion o
guimioterapia, de hecho, cuando se les irradia, destruyen IkB que regula al factor de
trascripcion NFkB, liberando el NFkB que va al nicleo y genera factores de supervivencia que
llevan a la célula saltarse la apoptosis, de este modo, las células cancerosas nunca mueren. La
inhibicion del proteosoma a este nivel, también podria provocar que las células cancerosas

llegasen a la apoptosis al no haber sefiales de supervivencia (IL-3, IL-6).

5.3 Relacidn cancer-proteosoma:

Los proteosomas controlan la vida media de muchas proteinas regulatorias de corta vida, tales
como aquellas involucradas en el ciclo celular. Es por esto que un fallo en el proteosoma puede
conducir a una regulacidon anormal del ciclo celular y a la proliferacion descontrolada de
células. El ciclo celular es controlado tanto por sefales positivas como negativas. Una
alteraciéon en las proteinas involucradas en estos controles puede afectar el balance de este
proceso y ser un papel clave en el desarrollo y la evolucién del cdncer. En una célula normal,
los proteosomas degradan a las proteinas que inhiben el ciclo celular, como los inhibidores de
quinasa dependientes de ciclina (CKI).

La inhibicion de las funciones de los proteosomas provoca un paro en el ciclo celular y por
ende la muerte de la célula.

Se ha sugerido que el inmunoproteosoma también juega un rol en la regulacién del desarrollo
de tumores. Especificamente, la pérdida de la subunidad B1i del inmunoproteosoma en LMP2
es el resultado del desarrollo de un leiomiosarcoma uterino en ratones, y estos tumores de
pacientes humanos también muestran la falta de la expresién de B1i (Ferrington y Gregerson,
2012; Hayashi et al., 2011).

Ademas de la falta de B1i, estos tejidos también tienen deficiencia de la expresidon del

Interferon c inducido IRF-1, que es necesario en la regulacion del ciclo celular.
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Otro estudio muestra que un polimorfismo especifico en el gen LMP7 para la subunidad B5i
estd asociado con un riesgo mayor de cancer de colon (Fellerhoff y cols.,, 2011).
También ha sido demostrado que la actividad del inmunoproteosoma esta sobreexpresada en
cierto tipo de leucemias agudas (Khany cols., 2004).

Es importante subrayar que aunque los polimorfismos de LMP2 y LMP7 pueden ocurrir
simultdneamente, por separado producen diferentes consecuencias. Asi, el polimorfismo de
LMP7 muestra una mayor prevalencia en canceres gastricos, mientras que los de LMP2 fueron
estudiados por jugar un rol en el desarrollo de leucemia mieloide aguda y mielomas multiples
(Yuy cols, 2013).

Tomdndolos juntos, estos estudios sugieren que, dependiendo del tipo de cancer, el
inmunoproteosoma puede actuar tanto como factor de desarrollo, o ser sdélo una

consecuencia de la enfermedad.

5.4 Inmunoproteosoma como objetivo en la terapia del cancer:

El desarrollo de cancer es un proceso multifactorial, en el que participan alteraciones genéticas
(activacién de oncogenes, inactivacion de genes supresores de tumores, desregulacion del
ciclo celular, desregulacién de la apoptosis...). Debido al papel crucial de los proteosomas en el
control de muchos de estos procesos, asi como en la produccién de MHC clase |, el
inmunoproteosoma se ha convertido en un objetivo crucial en la lucha contra el cancer
(Molineaux SM, 2012, Frankland-Searby y Bhaumik, 2011, Navon y Ciechanover, 2009).
Estudios preclinicos muestran que las células tumorales son generalmente mas sensibles al
bloqueo del proteosoma que las células sanas. La hipdtesis que se estudia es que muchas
células tumorales proliferan rdpidamente y pueden acumular proteinas defectuosas de una
manera mucho mayor que las células normales, incrementando asi su dependencia al
proteosoma (Adams, 2004). En general, las células cancerigenas son mas susceptibles a los
inhibidores de proteosomas y como consecuencia, estos inhibidores pueden representar un

tratamiento efectivo para ciertos tipos de cancer.

Ademas, la inhibicion del proteosoma causa la inactivacion de NF-kB, que esta involucrado en
la resistencia a farmacos o a radiacién en las células cancerosas. La expresién del
inmunoproteosoma, de manera preferente al proteosoma, se ha observado en mieloma

multiple.
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5.5 Inmunoproteosoma en Mieloma Multiple:

El Mieloma Multiple es un trastorno en el plasma sanguineo, caracterizado por una
proliferacién de células malignas en la médula ésea. Representa el 1% de los procesos
oncoldgicos y el 13% de los canceres hematoldgicos. Consiste en una proliferacidon de células

monoclonales del plasma derivadas de células B post-germinales.

Actualmente, la terapéutica antimieloide estd basada en la combinacién de
inmunomoduladores (como Dexametasona, Lenalidomite, Prednisona) e inhibidores del
proteosoma, como Bortezomib, conduciendo asi a la interrupcién de varios mecanismos.
Particularmente, la inhibicién del proteosoma estimula las sefales apoptéticas, incluyendo la
induccién de la respuesta al estrés del Reticulo Endoplasmatico, la disminucion de produccion

de factores de angiogénesis o la adhesién celular. (Palumbo y Anderson, 2011).

Considerando los efectos adversos derivados de la inhibicion del proteosoma (toxicidad
hematolégica y neuropatias periféricas), y la sobreexpresion del inmunoproteosoma en
Mieloide Multiple primario (Singh y cols., 2010), un gran numero de inhibidores
proteosomales de primera generaciéon han sido probados tanto in vitro como en modelos

animales, demostrando una actividad anti-mieloma, mediada por diferentes mecanismos.

La inhibicién selectiva de la subunidad B5i bloquea el crecimiento y provoca la apoptosis en las
lineas celulares de pacientes con MM, sin afectar a las células mononucleares normales de la

sangre periférica.

La actividad antiproliferativa también ha sido probada in vitro por la inhibicién de la subunidad

B1li entumores de células linfoides.

5.6 Inmunoproteosoma en tumores sdélidos:

En la actualidad, no hay datos disponibles de la aplicacién de los inhibidores especificos del
inmunoproteosoma en otro tipo de cancer sanguineo, como si los hay en la leucemia mieloide
aguda y los tumores solidos, aunque la inhibicidn selectiva de la subunidad B1li produce la
inhibicidn de la reproduccion en el cancer de células prostaticas (Lee y Kim, 2011). En estos
tumores, una expresion heterogénea de la maquinaria de procesamiento de antigenos (APM

por sus siglas en inglés), incluyendo las subunidades del inmunoproteosoma, es observada y
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generalmente corresponde a la progresion de la enfermedad y de la respuesta inmune (Seliger,

2011).

De hecho, en las biopsias de médula dsea de pacientes de Leucemia Mieloide Aguda, se han

visto distintos defectos en la expresion del APM.

En carcinoma de células renales, los bajos niveles de las subunidades Bli y B5i como de han
sido encontrados y son mas pronunciados en las lesiones metastasicas que en lesiones
primarias. El mismo escenario ha sido observado en el carcinoma de células hepaticas (Matsui,
Machida , y cols., 2002) y en las lesiones malignas primarias de melanomas, asociado con una

regresion espontanea (Dissemond, Goette y cols., 2003).

Otro dato importante es el hecho de que ratones que carecen de la subunidad B1i desarrollan

espontdaneamente un leiomiosarcoma (Hayashi, Horiuchi y cols., 2011).

Una sobre-regulaciéon del inmunoproteosoma y un aumento de la respuesta contra los
antigenos tumorales ha sido observada in vitro en lineas celulares con hepatocarcinoma
después de la administradicén de INF-y, sugiere que en ciertos casos, en lugar de la inhibicion
del inmunoproteosoma funcidn podria ser efectiva enla respuesta inmune anti tumoral,

mediante la produccidn de ciertos epitopos de MHC.

5.7 Farmacos anticancerosos relacionados con el inmunoproteosoma:

El descubrimiento del SUP ha marcado el inicio de una serie de investigaciones en drogas
anticancerosas, ya que el exceso o la disminucion de la degradacién pueden conducir al cancer
por alterar los niveles tanto de proteinas oncogénicas como de supresoras de tumores, por

ejemplo p53.

5.7.1. Bortezomib y Carfilzomib:
El primer inhibidor de proteosomas sometido a pruebas clinicas como tratamiento para el
cancer fue el PS-341 (ahora: MLN-341). El medicamento es producido por Farmacéuticos
Milenio. Este medicamento interactla especificamente con un aminodcido de treonina clave
del sitio catalitico del proteosoma. A pesar de que esta interaccién bloquea Unicamente una de
las tres actividades cataliticas del proteosoma, la inhibicidon resultante parecer ser suficiente

para evitar la degradacidn de proteinas con ubiquitina. En 2003, PS-341, ahora conocido como
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bortezomib o Velcade™, se convirtié en el primer inhibidor de proteosomas aprobado para uso
humano en los Estados Unidos. Ahora es utilizado para tratar el mieloma multiple. Sin
embargo, también inhibe otras proteinas importantes y, por tanto, provoca un gran nimero de

efectos secundarios, mds o menos graves.

En Espana, Bortezomib esta indicado para el tratamiento de pacientes adultos con mieloma
multiple en progresién que han recibido previamente al menos un tratamiento y que han sido
sometidos o no son candidatos a trasplante de progenitores hematopoyéticos. Su forma de

administracién puede ser tanto por via intravenosa o por via subcutanea.
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Figura 6: Estructura y mecanismo de Bortezomib. (Paramore y Frantz, 2003)

Igualmente, en 2009 salié a la luz un nuevo compuesto, el Carfilzomib, un inhibidor mas
especifico de una de las enzimas ligasas claves en la ubiquitinacién, que resulta ser una droga
efectiva anticancerosa en estudios in vitro e in vivo en un modelo en ratones con tumor en
pulmoén.

Bortezomib y Carfilzomib inhiben la actividad proteosémica de modo inespecifico, sin

discriminar el inmunoproteosoma.
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Carfilzomib es un analogo estructural de epoxomicina-3, un subproducto de la actividad
microbiana, en la que se observd actividad antitumoral consecuencia de la inhibicién sobre la

actividad proteosomica.
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Figura 7: Estructura de la Epoximicina.
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Figura 8: Estructura del Carfilzomib

Carfilzomib inhibe de manera selectiva tanto la actividad de la subunidad B5 (del proteosoma)
como la actividad B5i (o: LMP7) del inmunoproteosoma. La inhibicién de estas subunidades es
irreversible, por lo que la restauracion de la actividad proteosémica requiere la sintesis de
nuevas subunidades proteicas. En esto se diferencia de Bortezomib, cuya inhibicion de las

mismas subunidades del complejo proteosdmico es lentamente reversible.

El radical epoxibutano de Carfilzomib muestra una elevada especificidad por el aminoacido
treonina del extremo amino-terminal de los sitios cataliticos, con muy limitada actividad sobre
las serina-proteasas. En cambio, Bortezomib reacciona de manera preferente con las serinas
de diversas proteasas, tales como la actividad quimotripsina (B5); pero también otras como

catepsinas Ay G, elastasa y quimasa.

A pesar de su rapido aclaramiento plasmatico, Carfilzomib da lugar a una inhibicion prolongada

de la subunidad 20S del proteosoma en todos los tejidos, excepto en el cerebro.
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El Carfilzomib esta comercializado en Espafia como Kyprolis®, y su forma farmacéutica se trata
de unos polvos para solucion para perfusion. Carfilzomib representa un progreso en relacion a
Bortezomib en varios aspectos: especificidad de accién, irreversibilidad de la inhibicion del
sistema proteosémico, menor incidencia, segun los estudios iniciales, de neuropatia periférica;
y, principalmente, eficacia clinica en pacientes que, bien son refractarios, o han recaido tras un
tratamiento con Bortezomib. Carfilzomib estd indicado bien en régimen de monoterapia, o

incluido en protocolos de tratamiento mas complejos.

5.7.2 Otros:

Un segundo inhibidor de proteosomas es el salinosporin o salinosporamida (Gulder TAM and

Moore BS, 2010).

Este producto natural de procedencia marina es producido por la bacteria Salinispora tropica y
Salinispora arenicola, que se encuentran en los sedimentos oceanicos. Pertenece a una familia
de compuestos, conocidos por poseer un nucleo biciclico y-lactama-B-lactona funcionalizado.
Este farmacoéforo es el responsable de la unidn irreversible a la subunidad B del proteosoma
20S.

Actualmente este producto se encuentra en fase humana clinica | para el tratamiento del

mieloma multiple

Conclusiones:

Considerando todas las publicaciones recientes sobre la importancia del inmunoproteosoma
en el estrés oxidativo, en distintas enfermedades, y en el envejecimiento, se puede plantear la
pregunta de si el inmunoproteosoma deberia dejar de considerarse tan sélo como un

mecanismo de generacion de péptidos para la presentacidén de antigenos.

Es importante destacar que la 6ptima funcionalidad de tanto el inmunoproteosoma como del
proteosoma 20S parece ser critico para el envejecimiento saludable, y su desregulacion puede

promover el desarrollo de enfermedades e, incluso, de acelerar el envejecimiento.

A pesar de esta importancia del inmunoproteosoma como un objetivo bioldgico emergente

para tanto cancer como neuropatologias, no se ha llegado a conocer con exactitud su
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estructura exacta. Una posible estrategia para compensar esta falta de conocimiento es la
generacion de un modelo de inmunoproteosoma in silico, que podria ayudar al desarrollo de
moduladores selectivos de dicho complejo.

Es, por tanto, de una importancia considerable seguir estudiando este complejo, que parece
tener cierto papel importante en enfermedades tan comunes hoy en dias y que,

desgraciadamente, aln seguimos sin poder ponerles fin.
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