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Resumen

En los ultimos 100 afios, la esperanza de vida ha aumentado, por tanto, hay un envejecimiento
de la poblacidon que repercute en el incremento de la prevalencia de las enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la Degenarcion Macular Asociada a la Edad (DMAE). Estas
enfermedades son proteinopatias pues los mecanismos que mantienen la proteostasis estan
desregulados. Los mecanismos principales son el proteosoma, las chaperonas y la autofagia. En
presencia de estrés estos mecanismos se activan. Sin embargo, con el estrés crénico y en
edades avanzadas, se ven disminuidos. Asi ocurre también en las enfermedades
neurodegenerativas y en la DMAE, que es la principal causa de ceguera entre las personas
mayores de 60 anos. Su principal agente etioldgico es el estrés oxidativo en el epitelio
pigmentario (EPR) que puede ser tanto enddgeno como exdgeno. Debido a las elevadas
exigencias metabdlicas del EPR, se generan altos niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Existen factores que combaten el estrés oxidativo, destacando el Nrf2, que a su vez esta
regulado por otros factores como el p62. Sin embargo, estos mecanismos de defensa
antioxidantes también estdn alterados en presencia de estrés oxidativo crénico. Todo ello
tiene como consecuencia la desregulaciéon de los sistemas que mantienen la proteostasis,
siendo el sistema ubiquitina-proteosoma uno de los mas importantes en el EPR, que no sélo
afecta a la formacidon de agregados proteicos sino que también se estimulan factores
proangiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Como resultado se
obtienen un cumulo de proteinas dafiadas, el incremento de la inflamacion y la angiogénesis,

caracteristicos de la DMAE.

Palabras clave: proteostasis, DMAE, ubiquitina-proteosoma, estrés oxidativo, EPR.
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Introduccién

En los ultimos 100 afios, la poblacién ha experimentado un aumento en la esperanza de vida
pasando de ser 40 afios en la década de los 50 a los 80 afios en la actualidad. Esto es debido a
multiples factores como los avances tecnolégicos, mejoras en las condiciones higiénicas y el
control de enfermedades infecciosas, sobre todo en los paises industrializados (Garcés, 2016).
El incremento de la esperanza de vida tiene como consecuencia el aumento del porcentaje de
poblacién de edad avanzada, que se traduce en un envejecimiento de la poblacidn (Fundacién

General CSIC., 2010; Garcés, 2016).

En el caso de Espafia, el fendmeno de envejecimiento es acelerado, pues en menos de 30 afios
se ha duplicado el nimero de personas mayores de 65 afios. Segun las estimaciones realizadas
por el Instituto Nacional de Estadistica (INE), las personas mayores de 65 afios representaran

mas del 30% de la poblacién en el afio 2050 (Fundacién General CSIC., 2010).

Este cambio poblacional supone también un incremento de la prevalencia de las
enfermedades neurodegenerativas, tales como el Alzheimer, pues los estudios estadisticos
muestran una clara relaciéon de algunas de ellas con la edad. Frente a esto, se han abierto
lineas de investigacidon para comprender el origen de estas patologias. Hoy en dia, la mayoria
de estas enfermedades no tienen cura. Actualmente, el objetivo terapéutico respecto a las
enfermedades neurodegenerativas se centra en prevenir o retrasar su aparicion, y en alargar la
supervivencia y mejorar la calidad de vida de los pacientes, llegando a convertirla en

enfermedades crdnicas (Garcés, 2016).

Asi mismo, el envejecimiento de la poblacién también implica un incremento de la prevalencia
de la DMAE (Europa-Press, 2015), por ser una enfermedad neurodegenerativa también. La
DMAE es una enfermedad que generalmente afecta a las personas mayores de 60 afios, y es la
principal causa de ceguera entre los ancianos (Handa, 2012; Wong et al., 2014). Mientras que
la frecuencia de la DMAE en la poblacién general es menos de 1 de cada 10 personas, a partir
de los 85 afos aumenta a 1 de cada 3 (Europa-Press, 2015). En la actualidad, esta enfermedad
aflige al 30% de las personas mayores de 70 afos, que supone una cifra de 60 millones de
personas en todo el mundo. En EE.UU. hay 10 millones de personas afectadas por la DMAE, y

se prevé que este nimero se duplique para el afio 2050 (Mettu et al., 2012).

El impacto de la DMAE para el individuo es sorprendente. La disminucion de la calidad de vida
con la DMAE temprana es similar a la de una persona con VIH sintomatico. Asi mismo, la

calidad de vida con la DMAE avanzada se puede compara con la de un paciente con cancer de




prostata metastasico con un dolor incontrolable. Esta reduccidén en la calidad de vida se ve
acentuada con la disminucidn de la actividad, la depresién y la ansiedad. El impacto de la
DMAE también recae en salud publica pues supone 30.000 millones de dodlares anuales, y se
prevé que aumente, dado que las personas mayores de 60 afios representan el segmento de la

poblacién que crece mds rapidamente (Handa, 2012; Mettu et al., 2012).

Entre los factores que influyen en las enfermedades neurodegenerativas, la proteostasis juega
un papel importante. La homeostasis de las proteinas o proteostasis es el proceso que regula
el balance adecuado de proteinas dentro de la célula en funcién de las necesidades de éstas
para mantener la salud tanto del proteoma celular como del propio organismo (Enzo Life
Sciences, 2017). Este concepto abarca el estudio de las proteinas de manera individual, desde
su sintesis, ubicacion celular y funcién, hasta su vida media y degradacién (Triana-Martinez
et al.,, 2012). Mantener la homeostasis de las proteinas supone constantemente un desafio
debido a una serie de circunstancias como son cambios en las condiciones ambientales de la
célula, mutacion genética, la capacidad limitada del correcto plegado de las proteinas, o el
proceso de envejecimiento. Para mantener la proteostasis celular, las células cuentan con
mecanismos que permiten un control de calidad de las proteinas nacientes a través de la
eliminacion de aquellas que estan mal plegadas, evitar la formacidn de agregados proteicos y
mecanismos que ayudan a un plegamiento correcto de las proteinas, puesto que una
desregulacion de la proteostasis puede conducir al desarrollo de enfermedades conocidas

como proteinopatias (Dubnikov et al., 2017).

Objetivos de la revision

Dado que la DMAE es una proteinopatia, nos planteamos conocer, en primer lugar, los
mecanismos que intervienen en la proteostasis, asi como las disfunciones de los mismos
durante el envejecimiento. Siendo tan alta la prevalencia de esta enfermedad y tan alto el
impacto que supone para los que la padecen, es objeto de estudio cdmo se desencadena el
proceso patoldgico. Asi mismo, se estudiara si los mecanismos que mantienen la proteostasis
se encuentran alterados en la patologia y, en su caso, de qué forma estdn alterados y las

repercusiones que esto tiene para el desarrollo de la DMAE.




Metodologia

Esta revision bibliografica se ha hecho a partir tanto de trabajos originales como de otras
revisiones sobre el tema. También se han consultado paginas web oficiales, como la de la
Fundacion General CSIC. Para todo ello, se ha buscado informacién en bases de datos
internacionales. Se ha tratado de elaborar una estrategia de buisqueda amplia de informacidén

relacionada con la enfermedad tratada en el tema.

La busqueda bibliogréfica comenzé a finales de enero de 2017, y finalizé a finales de mayo del

mismo afio.

Las principales fuentes de informacidn fueron PubMed, Medline y Scopus en menor medida,
en las que se puso como condicién que los articulos o revisiones tuviesen menos de 10 afos,
con el fin de encontrar la informacién mds actual. Finalmente, se ha aceptado informacién
anterior a 10 afios, 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 mds antiguas.

La combinacion de palabras clave y filtros ha sido vital para la busqueda bibliografica.
“Proteostasis and age-related macular degeneration” ha sido la combinacién mas usada con
frecuencia. Otras combinaciones y palabras han sido: “proteostasis”, “proteasome”,
“chaperones and age related macular degeneration”, “autophagy”. Se ha realizado casi en su

totalidad en inglés, por ser en el idioma en el que mas informacién hay sobre este tema.

De todos los resultados obtenidos, se han escogido aquellos que se encontrasen dentro de
unos criterios de inclusién preestablecidos, y se desecharon aquellos que no cumplian estos
criterios: publicacion realizada hace menos de 15 afios, publicacién en espanol, inglés, o
francés, informacién asociada a la via ubiquitina-proteosoma en especial, mas que a la de
otros mecanismos que intervienen en la proteostasis, articulos con relacién directa entre la

proteostasis y la DMAE.




Resultados y discusion

1. Proteostasis

1.1 Maduracion de las proteinas
Los polipéptidos nacientes se someten a un proceso complejo de multiples etapas de
maduracién para alcanzar su estructura espacial correcta, obtener adecuadas modificaciones
postraduccionales y convertirse en proteinas funcionales. Por ejemplo, las proteinas que van a
ser secretadas llevan una sefal de localizacién de reticulo endoplasmatico (RE). Asi, dichas
proteinas entran en el reticulo. A medida que se va sintetizando la proteina, entran en juego
las chaperonas, proteinas que asisten en el proceso de plegamiento para evitar errores de
conformacion. Una vez alcanzado el plegamiento correcto, las proteinas pasan al aparato de
Golgi, donde experimentan las ultimas etapas de maduracidn, exceptuando las que no se
hayan plegado correctamente que seran retro-translocadas al citosol para su degradacién por

el proteosoma (Sauer et al., 2008; Dubnikov et al., 2017).

1.2 Proteosoma
El proteosoma es un complejo multiproteico cuyas funciones son destruir proteinas
malformadas, tiene un papel regulador como parte del sistema ubiquitina-proteosoma,
interviene en la diferenciacion celular, regula el ciclo celular y es defensa contra toxinas, entre
otras. Debido a todo esto, podemos entender la importancia que tiene para la célula (Franco et
al., 2008). Este complejo multiproteico lo componen 3 particulas estructurales: una particula
20S con funcidn catalitica y dos particulas 19S con funcidn reguladora. La subunidad 20S tiene
forma de barril y estd compuesta a su vez por 4 anillos que son idénticos dos a dos: 2 anillos
alfa (a) y 2 anillos beta (B) (Franco et al., 2008; Medicina molecular, 2008) (Figura 1). Uno de
los anillos a se encuentra en la parte superior del proteosoma 20S y el otro en la parte inferior.
Cada uno de estos anillos estd formado por 7 subunidades. Los anillos B se encuentran en la
parte interior del proteosoma 20S y también estan formados cada anillo por 7 subunidades
(Franco et al., 2008). La actividad catalitica la desempefian las subunidades B1 (actividad
caspasa), B2 (actividad tripsina) y B5 (actividad quimotripsina) (Angosto, 2005). La subunidad
19S se une a los extremos de la subunidad 20S (Medicina molecular, 2008). Esta subunidad
estd formada por una tapa y una base que se une al proteosoma 20S (Angosto, 2005) (Figura

2).

Para que una proteina sea reconocida y sufra degradacion en el proteosoma 26S, debe estar

marcada previamente con ubiquitina. El proceso de degradacién de las proteinas ubiquitinadas




empieza por el reconocimiento de las mismas a través del receptor de ubiquitina de la
subunidad 19S. Le sigue la funcion ATPasa de la subunidad 19S que emplea la energia para
desplegar la proteina sustrato y continda con la introduccion de la proteina en la subunidad
20S previamente desubiquitinada por accion de las isopeptidasas. Dentro del proteosoma, la

proteina se rompe en fragmentos que saldran por el extremo 19S opuesto (Angosto, 2005).

Una de las funciones del proteosoma es degradar proteinas mal formadas o aquellas que
necesitan un recambio por antigliedad. El proteosoma cobra especial importancia en la
degradacion de proteinas de vida media muy corta como las ciclinas del ciclo celular, las
proteinas que participan en la cascada de sefializacién intracelular en respuesta a sefiales
externas o las que participan en la reparacién del dafio en el ADN. El proteosoma puede ser
regulado mediante distintas vias. Una de ellas es a través de la proteina Rpn4 que es capaz de
estimular la induccién de los genes que codifican el proteosoma. A su vez, el gen que codifica
Rnp4 estd sujeto a una compleja regulacion en la que participan varios factores de
transcripcidn en respuesta a los distintos estimulos y tipos de estrés celular que requieran un

aumento en los niveles de proteosoma (Medicina molecular, 2008).

Figura 1. Representacion de la particula 20S. Modificado de Hispano-300, 2015.
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Figura 2. Representacion del proteosoma 26S. Modificado de Angosto, 2005.




1.3 Inmunoproteosoma
La exposicidon a citoquinas como el interferén gamma, puede llevar a la sustitucion de las
subunidades 1, B2 y B5 del proteosoma 20S por las subunidades inducibles B1i, 2iy B5i. Este
cambio supone la formacidn del inmunoproteosoma (Ethen etal, 2007). €El
inmunoproteosoma (20Si) es un tipo de proteosoma localizado mayoritariamente en
monocitos y células dendriticas y ausentes en el resto de las células. El inmunoproteosoma
genera péptidos con un extremo C terminal hidrofébico, que encaja mejor en las moléculas del
MHC de clase I. Asi, estos péptidos se presentan en la superficie celular para la presentacién de
antigenos y su reconocimiento por las células CD8 del sistema adaptativo inmune. Sin
embargo, durante un proceso inflamatorio se puede inducir la sintesis del inmunoproteosoma
en células que generalmente no lo expresan. En la mayoria de células, el estrés oxidativo y las
citoquinas proinflamatorias son estimulos que conducen a la produccién elevada de
inmunoproteosomas. Concretamente, en enfermedades neurodegenerativas, los procesos

inflamatorios inducen la sintesis de inmunoproteosomas en las neuronas (Kloetzel, 2004).

1.4 Pérdida de la proteostasis
Bajo condiciones normales y sin estrés, el plegado, el control de calidad y los mecanismos de
degradacion son capaces de mantener la homeostasis de las proteinas. Sin embargo, ante la
presencia de estrés (ya sea enddgeno o exdgeno), tanto en etapas tardias de la vida por el
envejecimiento o cuando una carga de proteinas mutadas y propensas a la agregacion desafian
a la red de proteostasis, las moléculas mal plegadas evaden los mecanismos de regulacion
celular (Dubnikov et al., 2017) y forman agregados de proteinas ubiquitinadas que constituyen
placas amiloides; es decir, se acumulan proteinas que han sufrido alguna mutacidn espontanea
o adquirida de manera que contienen mayor cantidad de aminodcidos apolares y laminas B
plegadas de lo normal, haciéndolas proteinas aberrantes con tendencia a unirse entre si para
evitar su contacto con el liquido celular, formando lo que se conoce como pentdmeros SAP
(Serum Amiloid Fosfate). De esta forma se originan placas que se acumulan en el citosol
interfiriendo en las rutas celulares que lleva a un mal funcionamiento de las mismas, llegando
incluso a la apoptosis celular. Ante un exceso de acumulacién de estas proteinas aberrantes, el
proteosoma queda desbordado no pudiendo eliminar el exceso de éstas ya bien sea por mal
funcionamiento del proteosoma (mutaciones puntuales, inhibicién...) o por alta concentracién

de proteinas aberrantes, imposibles de degradar (Franco et al., 2008).

Puesto que la acumulacién de estos agregados presenta riesgos para la funcionalidad y

viabilidad celular y organica, las células han desarrollado varios mecanismos de defensa para
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responder a esta acumulacidon y restaurar la proteostasis (Figura 3). Estos mecanismos
modulan la expresidon génica reduciendo la expresidon de varios genes para aliviar la carga de
agregacion e inducir la produccién de chaperonas, que actlan en consonancia para restaurar
la proteostasis. Se ha descubierto que hay una correlacion entre la carga de chaperonas y la
edad, pues existen evidencias cientificas que avalan que las chaperonas disminuyen con la
edad, y que la sobreexpresion de las mismas aumenta la longevidad de los animales (Morrow
et al., 2004). La respuesta de choque térmico (HSR) es el primer mecanismo que se identificd
como una respuesta celular a la acumulacidn de proteinas mal plegadas en el citosol (Dubnikov
et al.,, 2017). Situaciones de estrés, tales como el calor, isquemia, estrés oxidativo y otros,
elevan la concentracion intracelular de proteinas de choque térmico (Hsp) a través de la HSR.
La misidén de estas proteinas es proteger las células frente a los agentes estresantes. Las Hsp
funcionan principalmente como carabinas moleculares implicadas en el transporte,
plegamiento, acoplamiento y degradacién de proteinas lesionadas o mal plegadas, de manera
gue parece que evitan que se acumulen proteinas lesionadas en células afectadas por

situaciones de estrés (Angosto, 2005).
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Figura 3. Pérdida de la proteostasis. Tomada de Lopez-Otin et al., 2013.

Otro de los mecanismos de restauracion de la proteostasis nombrado anteriormente es la
degradacion en el proteosoma de proteinas mal plegadas, pero también éstas pueden ser
degradadas por los lisosomas. Estas dos vias proteoliticas, actuando independientemente,
tienen sustratos distintos (Korolchuk et al., 2009). En general, las proteinas reguladoras de vida

corta, incluyendo proteinas dafiadas o proteinas parcialmente desplegadas se degradan por la
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via proteosdmica. Las proteinas degradadas por esta via normalmente contienen sefiales de
degradacion intrinsecas, denominadas degrones, que son muy diversas, desde secuencias de
péptidos unidos a dominios especificos o residuos de aminoacidos individuales en el extremo
N de las proteinas. Ciertas modificaciones de residuos internos tales como la oxidacién de
metionina también aumenta la susceptibilidad de ciertas proteinas a la degradacién por el

proteosoma (Shang y Taylor, 2012).

Por otro lado, muchas proteinas asociadas a membrana o asociadas a organulos celulares son
degradadas por los lisosomas, ya sea por endocitosis o mecanismos autofagicos. Aln asi, hay
estudios recientes que indican que las vias de degradacién del proteosoma y la de lisosoma
también pueden funcionar de manera coordinada, en situaciones de estrés celular (Korolchuk

et al., 2009; Uchiki et al., 2012).

Existe una estrecha relaciéon entre la funcidon de las chaperonas y la via de degradacién del
proteosoma. El proteosoma utiliza chaperonas moleculares como Hsp90 y Hsp70 para
reconocer proteinas anormales. Ademas una co-chaperona con actividad de ubiquitina ligasa
(CHIP), puede dirigirse a sustratos unidos a chaperonas promoviendo la degradacién de éstos.
Al interactuar con chaperonas moleculares (Hsp90 o Hsp70) y enzimas de conjugacion de
ubiquitina, esta co-chaperona cataliza la ubiquitinacidn de proteinas ligadas a chaperonas. Asi,
funciona como un puente o interruptor molecular entre la posibilidad de replegamiento o de
degradacion. Una misma proteina puede ser llevada paralelamente o competitivamente por
estos dos sistemas de proteostasis. De esta forma, se piensa que el destino de la proteina
dafiada depende de la cinética y afinidad entre las proteinas dafiadas y las chaperonas
moleculares o el proteosoma, asi como de la disponibilidad de la maquinaria proteolitica

(Figura 4) (Shang y Taylor, 2012).

Estas proteinas entonces forman agregados que pueden ser eliminados por procesos
autofagicos. Hay tres tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia y la autofagia
mediada por chaperonas (AMC) Todas ellas llevan material citoplasmatico hacia la
degradacion lisosomal (Kaarniranta etal.,, 2009). Tanto la macroautofagia como la
microautofagia envian a los lisosomas porciones de citoplasma u organulos, mientras que la
autofagia mediada por chaperonas es un sistema proteolitico que requiere la accién de
chaperonas citosélicas para seleccionar, desplegar y dirigir proteinas mal plegadas que llevan
una etiqueta especifica al interior del lisosoma (Zhang y Cuervo, 2008). La chaperona de
choque térmico 70 (Hsc70) es un regulador central de esta via de degradacion (Kaarniranta

et al., 2009).
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Figura 4. Procesamiento de proteinas en presencia de estrés. Tomada de Kaarniranta et al., 2009

La autofagia eficiente depende de un equilibrio entre la formacién y eliminacién de
autofagosomas. La interrupcién de cualquier parte de esta via causara disfuncién autofagica
(Shang y Taylor, 2012). Al igual que pasaba con las chaperonas, la actividad tanto de la

autofagia como del proteosoma disminuye con la edad (Zhang y Cuervo, 2008).

Diferentes estudios demuestran que existe una comunicacién intertisular que coordina la
activacion de los mecanismos de mantenimiento de la proteostasis a nivel del organismo.
Estos hallazgos presentan nuevas oportunidades de investigacién para tratamientos de las

proteinopatias basadas en la orquestacion de la proteostasis (Dubnikov et al., 2017).

2. Degeneracion Macular Asociada a la Edad

La DMAE es un tipo de proteinopatia. Para entender esta enfermedad y los mecanismos
implicados en ella, primero es necesario hacer un breve resumen de la anatomia de las capas
mas importantes del globo ocular posterior. En la retina existe una regién llamada macula que
corresponde a la visidn central, mas concretamente dentro de ella, la févea, que estd
compuesta exclusivamente por uno de los dos tipos de fotorreceptores: los conos (Verdaguer,
2010). En estrecha proximidad y comunicacién con los fotorreceptores, se encuentra el EPR,
un complejo altamente especializado que mantiene la salud de los fotorreceptores, células que

transducen la energia luminica en quimica y después en eléctrica que es mandada al cerebro
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para crear la visién (Bhutto y Lutty, 2012; Taylor, 2012). El EPR esta junto a una matriz llamada
membrana de Bruch. Se trata de una barrera semipermeable a través de la cual tiene lugar el
intercambio entre el EPR y la coriocapilar. Bajo la membrana de Bruch, esta la coriocapilar, un
plexo capilar que nutre a los fotorreceptores (conos y bastones) ya que la févea es avascular
(requisito importante para una maxima transparencia). Los nutrientes deben ser transportados
de la coriocapilar a través de la membrana de Bruch y el epitelio pigmentario (Mettu et al.,
2012; Verdaguer, 2010). Ademas, la demanda metabdlica de |a retina y el EPR es alta. Por ello,
para satisfacer las demandas metabdlicas del EPR, la circulacién coroidea tiene el flujo
sanguineo mas alto por unidad de perfusion tisular en el cuerpo, con un flujo 7 veces mayor en

la macula que en la retina periférica (Handa, 2012).

Entre las multiples funciones del EPR se encuentran la absorcidon de luz, intercambio de calor,
metabolismo de la vitamina A, barrera retiniana, mantenimiento de la corioides y la fagocitosis
diaria de los segmentos externos de los fotorreceptores (Bhutto y Lutty, 2012; Handa, 2012).
Respecto a la fagocitosis, el EPR juega un papel importante. Los bastones desprenden los
discos usados gastados al alba y los conos lo hacen al atardecer. Estos discos son fagocitados
por el epitelio pigmentario por accion de una serie de enzimas para ser reciclados. Sin
embargo, con el paso de los afios, este mecanismo tan perfecto de renovacién circadiana
empieza a fallar de tal forma que moléculas alteradas por el dafo oxidativo no son reconocidas
por las enzimas y comienzan a acumularse en el EPR formando granulos de lipofuscina (Handa,
2012; Verdaguer, 2010). La lipofuscina es una mezcla de agregados de proteinas y lipidos no
degradables derivados, precisamente, de la fagocitosis de los segmentos externos de los
fotorreceptores (Shang y Taylor, 2012). Durante el envejecimiento, la lipofuscina se acumula
en los lisosomas, debido a una disminucion de la capacidad celular para degradar (Kaarniranta

et al., 2009).

En algunos individuos, este proceso de envejecimiento se transforma en patoldgico en el
momento en el que la lipofuscina se acumula de forma masiva dentro del epitelio pigmentario
dafiando el funcionamiento de la célula y finalmente, el material de degradacion incompleta es
expulsado fuera de la célula y se acumula entre el epitelio pigmentario y la membrana de
Bruch, constituyendo las drusas, primera manifestacion visible oftalmoscépicamente de este

proceso (Figura 5) (Verdaguer, 2010).
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Figura 5. Desarrollo de la DMAE. Tomada de Handa, 2012.

2.1 Tipos DMAE
La DMAE se puede presentar de dos formas: seca o humeda (Figura 6). La forma seca o atréfica
(85-90% de los casos) (Bhutto y Lutty, 2012) se caracteriza por una pérdida de pigmentacion
del EPR debido a que los depdsitos que se han creado lo separan de la coriocapilar impidiendo
que llegue la cantidad suficiente de nutrientes desde la coriocapilar al EPR. De esta forma, los
individuos van perdiendo la vision. La forma seca podriamos decir que es la forma precoz de la

enfermedad pero la atrofia que se produce es progresiva (Verdaguer, 2010; Monés, 2017).

La forma humeda o exudativa (10-15% de los casos) comienza por una pérdida de la
vasculatura coroidea debido a la estenosis de los vasos. Ademas, el ambiente de la coriocapilar
es un medio proinflamatorio con acumulacién de componentes del complemento, asi como
moléculas proinflamatorias durante la DMAE. En este medio todxico, las células de la
coriocapilar mueren o pierden su funcidn haciendo que no lleguen los nutrientes necesarios al

EPRy da lugar a células hipdxicas (Bhutto y Lutty, 2012).

Llegados a este punto, los macréfagos son reclutados a sitios de lesién del EPR y se forman
drusas. El reclutamiento de macréfagos puede ser beneficioso o nocivo dependiendo de su
estado de activacién en el momento del reclutamiento. Los macréfagos no activados pueden
eliminar los depdsitos sin lesiones adicionales. Por el contrario, los macréfagos activados o
reparadores pueden promover complicaciones y progresién a las formas tardias de la

enfermedad mediante la liberacién de mediadores inflamatorios y factores de crecimiento,
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como el VEGF (Taylor, 2012). Este factor favorece el crecimiento de neovasos subyacentes al
EPR que se originan en la coriocapilar que, a través de roturas de la membrana de Bruch,
llegan al epitelio. El papel de la inflamacion en la progresion de la DMAE se conoce de muchos
afios atrds. Diversos estudios identifican una relaciéon entre macréfagos y la formacién de
membranas neovasculares en la DMAE humeda. Las quimioquinas desempefian un papel
importante en la quimiotaxis del reclutamiento y activacién de macréfagos. Es sabido que la
expresion de genes relacionados con quimioquinas es notable en todas las formas (himeda y
seca) de la DMAE (Rutar y Provis, 2016). La pérdida de vasos en la coriocapilar también podria
ser un estimulo para la formacidn de drusas, ya que el sistema de eliminaciéon de desechos
retinales y material exocitado del EPR seria limitado (Bhutto y Lutty, 2012). Debido a la
presencia de nuevos vasos anormales, se pueden producir hemorragias que invaden la retina,
especialmente la zona central, impidiendo la vision de los individuos. La forma hdmeda

podriamos decir que es la forma grave de la enfermedad (Verdaguer, 2010; Monés, 2017).
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Figura 6. Formas de DMAE. Tomada de Bhutto y Lutty, 2012.

2.2 Estrés oxidativo
Entre los muchos factores que hacen que la investigacién de la DMAE sea tan desafiante es
que la enfermedad es claramente multifactorial. Se han propuesto muchas hipdtesis para

explicar la etiologia y mecanismos de la DMAE, y la mayoria de las investigaciones presentan
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datos para apoyar al menos una hipétesis: incluyen el estrés oxidativo como una de las causas

mas importantes en la DMAE (Chen et al., 2014; Handa, 2012; Taylor, 2012).

Como ya hemos dicho, la macula tiene una alta demanda metabdlica y esto se traduce en altos
niveles de ROS. También es sabido que el EPR se encarga de fagocitar los extremos mas
externos de los fotorreceptores. De hecho, el EPR fagocita casi 30.000 segmentos externos
cada dia. Durante la fagocitosis del segmento externo, el H,0, intracelular resultante de la
NADPH oxidasa en el fagosoma o de la B-oxidacidn de los lipidos en los peroxisomas se genera
en la misma proporcién con la que se produce en otras células fagociticas como los
macroéfagos (Handa, 2012). Asi podemos hacernos una idea del nivel de estrés oxidativo al que
estd sometido el EPR, que se traduce en la acumulacidn de proteinas alteradas, lipidos y/o
material genético que puede ser citotdxico y puede acumularse en formas o en sitios que dan
lugar a un EPR disfuncional (Taylor, 2012). Las células del EPR se protegen de un exceso de
estrés oxidativo en parte, mediante la regulacidn catalasa durante este proceso (Handa, 2012;
Mettu et al., 2012). Ademas, la acumulacion de lipofuscina promueve el mal plegamiento de
proteinas intracelulares, produciendo un estrés oxidativo adicional en las células del EPR,
puesto que se ha demostrado que inhibe la respiracion mitocondrial (Mettu et al., 2012;

Jarrett y Boulton, 2012; Kaarniranta et al., 2009).

También hay factores exdgenos que son fuente adicional de estrés oxidativo. La macula
procesa la luz para la visidn y el estrés fotooxidativo se ha relacionado con el dafio oxidativo a
la retina, el EPR y la coroides, y multiples trabajos han corroborado esta observacién. Estos
datos se correlacionan con el vinculo epidemioldgico de la exposicion a la luz solar y el riesgo

de DMAE (Mettu et al., 2012).

El humo del cigarrillo seria otra de las fuentes de estrés oxidativo pues genera mas de 4.700
componentes quimicos, algunos de los cuales son oxidantes fuertes (Rangasamy et al. 2004).
De hecho, cada bocanada de humo de cigarrillo contiene 1.015 radicales libres. Mientras el
papel exacto del dafio oxidativo causado por el tabaquismo en la DMAE es desconocido, esta
claro que los oxidantes quimicos en el humo de los cigarrillos agotan los niveles del acido
ascorbico en los tejidos y de los grupos sulfidrilo de las proteinas, causando la oxidacién del
ADN, de los lipidos y de las proteinas. Muchos de estos cambios moleculares tales como
malondialdehido, 4-hidroxinonenal, y los productos finales de glicacién avanzada (AGE), se han
identificado en la DMAE, e indican que el dafo producido por la oxidacién es un factor
importante en el mecanismo de desarrollo de la enfermedad (Chen et al., 2014; Handa, 2012).

Muchos de los oxidantes del humo del cigarrillo tienen preferencia por dirigirse a las células
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del EPR produciendo lesiones en él y finalmente dar lugar a la apoptosis celular. Estos
oxidantes en el EPR suprimen la expresion de la proteina quimioatrayente de monocitos 1
resultando en la reduccién del reclutamiento de los macréfagos eliminadores y como
consecuencia, acumulacién de desechos proinflamatorios en el EPR. Entre los oxidantes del
humo de cigarrillo destaca la hidroquinona, que provoca estrés en el reticulo endoplasmico,
encargado de la biosintesis y modificaciones postraduccionales de proteinas de membrana.
Asi, este estrés conduce a la apoptosis de las células del epitelio pigmentario. Esto es debido a
la supresidn por parte de la hidroquinona de XBP1, una proteina esencial para la supervivencia

celular en el EPR (Chen et al., 2014).

En resumen, la combinacién de un flujo muy alto de sangre oxigenada y la exposicidn a
fotosensibilizadores y la luz en la retina crea un ambiente ideal para la generaciéon de ROS y el
resultante dafio oxidativo. Ademas, hay elevadas concentraciones de d4cidos grasos
poliinsaturados que son extremadamente propensos a la peroxidacidn de lipidos. Este estrés
oxidativo, combinado con capacidades antioxidantes disminuidas al envejecer, da como
resultado un aumento de la carga citotdxica. La disminucidn de las capacidades proteoliticas
debida a la edad y al estrés exacerba la acumulacién de disfunciones dentro del EPR. En
conjunto, estas disminuciones y la deficiencia de los sistemas reparativos dan lugar a una

disfuncién retiniana asociada con la DMAE (Taylor, 2012).

2.2.1 Proteccion contra el estrés oxidativo
Existen diversas moléculas antioxidantes cuya funciéon es combatir el estrés oxidativo. Estos
sistemas estan regulados por factores de transcripcién como NF-kB, AP1, la familia FoxO, o
PGC-1a (Handa, 2012). El NF-kB esta implicado en procesos inflamatorios, inmunes, de estrésy
del desarrollo. Este factor sufre un proceso de dos etapas para su activacion. En primer lugar,
la proteina precursora pl05 se rompe y forma la proteina p50 activa. Esta se une a p65
formando un heterodimero con el inhibidor 1kB. Después de un estimulo celular (citoquinas,
componentes viricos, bacterianos o situaciones de estrés), se induce la fosforilacion del
inhibidor IkB que conduce a la rapida ubiquitinacion de dicho inhibidor y posterior degradacion
por el proteosoma. Asi el heterodimero (p50-p65) NF-kB queda libre y activo y puede
translocarse al nucleo, donde inicia la transcripcidon especifica de genes proinflamatorios. La
activacion del NF-kB juega un importante papel en muchos aspectos del desarrollo tumoral,
progresidon y terapia, asi como en la activacion de genes que codifican para IL-1 y otras
citoquinas que promueven la inflamacidon y genes necesarios para proliferacién celular,

adhesidn celular y angiogénesis (Angosto, 2005).
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No obstante, el sistema de transcripcion mas potente estd mediado a través del Nrf2. El Nrf2
regula un programa transcripcional coordinado que mantiene la homeostasis celular redox y
protege a la célula de lesiones oxidativas (Rangasamy et al., 2004). El Nrf2 es normalmente
secuestrado en el citosol mediante la interaccién con Keap1, que funciona como una proteina
de adaptador de sustrato de Nrf2 para que se degrade por la via ubiquitina-proteosoma,
ayudando a mantener los niveles de estado estacionario de Nrf2. Asi, en ausencia de estrés,
Keap1l hace que se degrade Nrf2 y asi prevenir su translocacion al nucleo, lo que resulta en una

baja expresion basal de genes antioxidantes (Handa, 2012).

Sin embargo, tras la exposicion a ROS, Keapl sufre un cambio conformacional cuando sus
multiples residuos de cisteina interactian con ROS, que libera Nrf2 e inhibe a Keapl. El Nrf2
liberado se transloca entonces al nucleo, donde se dimeriza con Maf, y se une al elemento de
respuesta antioxidante (ARE) en los promotores de sus genes diana para iniciar la transcripciéon
(Figura 7). La respuesta derivada de esto es una regulacion de enzimas como la catalasa o
superdxido dismutasa (SOD) que neutralizan H,0, y superdxido, respectivamente, el
mantenimiento de glutatién celular y tiorredoxina, y las enzimas del metabolismo xenobidtico
que producen equivalentes reductores, tales como NADPH quinina oxidorreductasa (NQO - 1).
Cuando las ROS agotan el glutation celular, las células pueden morir por apoptosis mediada
oxidativamente. Es importante destacar que Nrf2 juega un papel antioxidante esencial en el

EPR (Jarrett y Boulton, 2012; Handa, 2012).
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Figura 7. Regulacion de moléculas antioxidantes por Nrf2. Tomado de Handa, 2012.
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Ademas, diversos estudios han demostrado la relacién de la proteina p62 con la regulacion de
Nrf2. Esta proteina interactla con diversos factores de sefializacion y regula una variedad de
funciones celulares incluyendo inflamacién, apoptosis y autofagia. Se ha revelado en el EPR
gue p62 promueve la autofagia en él y simultdneamente mejora una respuesta antioxidante
mediada por Nrf2 para proteger contra el estrés oxidativo agudo. También se ha observado
gue p62 contribuye a la inflamacion mediada por NF-kB. Esto lleva a plantearnos si p62

protege o agudiza la lesidn tisular (Wang et al., 2016).

Como ya hemos dicho, la eliminacién de las proteinas oxidadas o mal plegadas depende del
proteosoma y la autofagia. Pues el estrés agudo inhibe el proteosoma, pero regula los genes
antioxidantes, como ya sabemos, y también de la autofagia, incluyendo p62. También se ha
confirmado el papel protector de p62 en el EPR, a través tanto de la autofagia como de la

activacion de la sefalizacidn antioxidante Nrf2 (Wang et al., 2016).

Una de las funciones de p62 es unirse a proteinas poliubiquitinadas y guiarlas hacia el
autofagosoma. Hay estudios que confirman que el silenciamiento de p62 en el EPR produce
una autofagia ineficiente, y que la sobreexpresion de la misma produce una eficiente
autofagia. Sin embargo, se ha observado que la influencia de p62 en la autofagia sdlo se da
cuando las células estdn bajo estrés oxidativo. Esto lleva a pensar que en condiciones basales,
las células del EPR dependen de sistemas como el proteosoma, y que la influencia de p62 en la
autofagia se reserva para situaciones de mucho estrés. Ademas favorece la transcripcion del
antioxidante Nrf2. Por tanto, p62 produce dos mecanismos de citoproteccion del EPR, via

autofagia de proteinas insolubles y la activacién de Nfr2 (Wang et al., 2016).

2.2.2 Cambios en los sistemas de proteccion contra el estrés oxidativo con la edad
Con la edad, p62 sufre dafio oxidativo. En ratones de edad avanzada se observa una expresion
reducida de p62, por lo que se podria pensar que ratones e incluso pacientes con DMAE
también tuvieran reducidos los niveles de p62. Pero se ha observado lo contrario.
Observaciones similares aparecen en pacientes con enfermedades neurodegenerativas. Esta
contradiccién puede deberse a la desregulacion postranscripcional de la p62 para rescatar
células dafiadas. Pero es cuestionable si p62 es capaz de eliminar las proteinas agregadas

cuando la maquinaria de autofagia estd dafiada (Wang et al., 2016).

Dado que el fallo de la autofagia y una respuesta debilitada de Nrf2 en el EPR es un

componente de la DMAE, el p62 acumulado en el area de la enfermedad posiblemente ejerce
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un efecto dafiino agravando la inflamacién crénica, una caracteristica comin de las

enfermedades neurodegenerativas (Wang et al., 2016).

También con la edad se ha observado una disminucion de Nrf2 asi como en la enfermedad. No
obstante, la respuesta antioxidante alterada podria revertirse disminuyendo la expresién de
Keapl o aumentando la de Nrf2. En la DMAE, el equilibrio entre el estrés oxidativo fisioldgico y
el inicio del estrés oxidativo patoldgico se altera, dando lugar a dafio tisular. La capacidad de
defenderse contra el estrés oxidativo mediante la regulacién de la respuesta antioxidante es
probable que sea un acontecimiento central que medie la iniciacidon y la progresién de la

DMAE (Handa, 2012).

La sefializacidn deficiente de Nrf2 predispone al desarrollo de inflamacién, que es uno de los
factores que inciden en la DMAE. Por el contrario, la activacion de Nrf2 impide el estrés
oxidativo mediado por la inflamacién. Ademas, se ha observado que en el EPR de ratones
deficientes de Nrf2 hay segmentos de fotorreceptores no digeridos, autofagosomas,

autolisosomas y agregados de proteinas poliubiquitinadas (Handa, 2012).

Ante la deficiente capacidad de combatir el estrés oxidativo, se generan lipidos oxidados
altamente reactivos. En la macula destaca el acido docosohexanoico (DHA), que es el acido
graso mas abundante en las puntas de los fotorreceptores, y es también el dcido graso mas
oxidable en el cuerpo debido a su estructura insaturada. Estos lipidos oxidados pueden
modificar proteinas, lipidos y ADN. Estas modificaciones pueden activar la respuesta inmune.
Si la produccién de estas modificaciones supera la capacidad de los sistemas de eliminacién de
estos dafios, puede dar como resultado la apoptosis del EPR y la acumulacién de desechos
inflamatorios dentro de la membrana de Bruch que favorece la formacidon de drusas. Esta
acumulacidn de restos citotéxicos compromete la maquinaria de edicién de proteinas celulares
gue promoveran aun mas la biogénesis de drusas. La pérdida de la funcién del EPR lleva
también a una pérdida de la funcién de los fotorreceptores y por tanto, pérdida de la visién

(Handa, 2012).

2.3 Proteinas de choque térmico
La expresién de las proteinas de choque térmico se induce para prevenir la desnaturalizacion y
agregacion de proteinas. Estas proteinas ayudan en el repliegue de proteinas dafiadas y su
translocacion a su correcta localizacidn intracelular (Bukau et al., 2006). También interaccionan
de forma no covalente con las superficies hidréfobas expuestas de proteinas no nativas y las

estabilizan para evitar una agregacion irreversible (Kaarniranta et al., 2009).
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La Hsp90 es una de las proteinas de choque térmico mas conservadas y desempefia un papel
en la regulacion de la fisiologia celular tanto en condiciones normales como en situaciones de
estrés (Aguila y Cheetham, 2016). Regula la estabilidad y activacion de ciertas proteinas asi
como participar en el etiquetado de las mismas para proceder a su degradacion por el

proteosoma (Kaarniranta et al., 2009).

En condiciones de reposo, Hsp90 se une al factor de transcripcion sensible al estrés, el factor
de choque térmico 1 (HSF-1), para silenciar la actividad del mismo. Esto es una forma de
regulaciéon de los niveles de chaperonas moleculares segun las necesidades de plegamiento de
las proteinas. Por tanto, la inhibicibn de Hsp90 conduce a la liberacion de HSF-1 y
consecuentemente, esto supone una activacidon de la respuesta al estrés y un aumento de
chaperones moleculares. Asi mismo, esta inhibicion de Hsp90 puede conducir a la degradacién
de las proteinas mediada por el proteasoma. También lleva a un aumento del nivel de
chaperonas como las Hsp70 y Hsp40. En conjunto, tenemos un efecto protector mejorado

contra la agregacién de proteinas y una toxicidad proteica reducida (Aguila y Cheetham, 2016).

Recientemente, se ha observado que Hsp90 regula la agregacion yuxtanuclear de proteinas
que son dirigidas por la red de microtibulos. Los agregados de proteinas formados en la
periferia de la célula son transferidos a lo largo de los microtubulos a un lugar yuxtanuclear
donde forman agregosomas. Una forma de prevenir estos agregosomas seria despolimerizar

los microtibulos mediante farmacos o prevenir la funciéon Hsp90 (Kaarniranta et al., 2009).

Hsp90 desempeina un papel indispensable en la homeostasis de la retina puesto que una
inhibicion prolongada de Hsp90 conduce a la muerte de células fotorreceptoras. Hsp90 se
expresa también en las células del EPR y aumenta su expresién durante el desarrollo de la
DMAE. Hsp90 de células necrosadas del EPR estimula la inflamacién de células adyacentes
sanas del EPR. Para evitar esta inflamacidn seria necesaria la inhibicién de Hsp90. Uno de estos
inhibidores, geldanamicina, es inhibidor también del VEGF inducido por hipoxia en células del
EPR. De esta forma podemos deducir que la inhibicién de Hsp90 podria evitar la inflamacién y

angiogénesis que se da en la DMAE (Aguila y Cheetham, 2016).

Por otro lado, la chaperona Hsc70 tiene como una de sus funciones participar en la autofagia
mediada por chaperonas y la inhibicién de la agregacion de proteinas durante condiciones de
estrés (Bukau et al., 2006). La forma citosdlica de Hsc70 reconoce la secuencia KFERQ en el
sustrato y lo dirige para su degradacién por autofagia. Hsc70 se unen a la membrana lisosomal.

Otra forma de Hsc70 también existe en la luz lisosomal. Si tratamos con anticuerpos
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inhibidores de lisosomas, esto conduce también a la inhibicion de la autofagia indirectamente

por la inhibicién de la funcién lisosomal de Hsc70 lisosomal (Kaarniranta et al., 2009).

Ademas, la sintesis de Hsp esta estrechamente conectada al sistema ubiquitina-proteosoma,
ya que la inhibicién de la maquinaria del proteosoma y la acumulacién de proteinas altamente
ubiquitinadas inducen HSF-1 y una posterior respuesta del gen Hsp. Si la capacidad de las Hsp
para reparar dafios en proteinas es insuficiente o la degradacién por parte del proteosoma se
ve comprometida, se formaran agregados de proteinas en la periferia celular que seran
transferidos a una ubicacién yuxtanuclear y se formardn los agregosomas (Kaarniranta et al.,

2009).

Por ultimo cabe destacar por su relevancia en el ojo un tipo de chaperonas denominadas a-
cristalinas. Estas son proteinas importantes en la retina con diversas funciones. Entre ellas esta
su funcién de chaperonas ademds de propiedades antiinflamatorias, antifibrilares vy
antiapoptéticas, proteccidén contra el estrés, implicacién en la autofagia, modulacién de la
angiogénesis, asi como interacciones proteina-proteina con una gran variedad de proteinas

(Kannan et al., 2016).

Como funcién chaperona, se une para corregir proteinas mal plegadas y prevenir agregaciones
de proteinas. En la misma linea y relacionandolo con sus propiedades antiapoptdticas, su
funcién de plegamiento de proteinas previene la activacion de la apoptosis asi como de

factores tales como el NF-kB (Kannan et al., 2016).

En cuanto a su implicacién en la proteccidn contra el estrés oxidativo, se ha demostrado que
las células del EPR que sobreexpresan las a-cristalinas son resistentes a la muerte celular
inducida por H,0,. Ademas, contienen GSH aumentado. Sin embargo, el estrés prolongado
disminuye los niveles de a-cristalinas, de manera que las células seran mds susceptibles a

muerte celular inducida por estrés (Kannan et al., 2016).

Como sabemos, uno de los mecanismos que mantienen la proteostasis es la autofagia, que se
encuentra aumentada en situaciones de dafo celular y que facilita la eliminacién de agregados
de proteinas. Uno de las formas de autofagia es la mediada por chaperonas. Es aqui donde las
a-cristalinas entran en juego. Ciertamente, en presencia de estrés oxidativo agudo, se
aumenta la expresién de las a-cristalinas y como consecuencia también hay un aumento de la
autofagia. Sin embargo, ante estrés oxidativo crénico se reduce tanto las a-cristalinas como la
autofagia y asi se ha corroborado en ojos de pacientes donantes con DMAE (Kannan et al.,

2016).
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2.4 Via de la ubiquitina-proteosoma en el ojo
La observacién de que la retina, como otros muchos tejidos, acumula proteinas durante el
envejecimiento, indica que el control de calidad de proteinas es esencial para la salud de la
retina. Entre los sistemas de degradacidn de proteinas dafiadas encontramos la via ubiquitina-
proteosoma. Respecto a los otros sistemas proteoliticos como la autofagia, existe poca
informacidn sobre su papel en las enfermedades de la retina, pero parece ser que una
disminucién tanto de la autofagia como de la actividad lisosémica se asocian con el

envejecimiento de la retina y DMAE (Shang y Taylor, 2012; Mettu et al., 2012).

Las proteinas dafiadas o modificadas en los ojos se degradan selectivamente por la via
ubiquitina-proteosoma y la disfuncién de ésta puede contribuir a enfermedades relacionadas
con la edad, como la opacidad del cristalino (catarata) y la DMAE. Sin embargo, también la via
proteolitica lisosomal juega un papel importante en la degradacién de proteinas en el EPR.
Aunque la primera via sea mas eficiente en la degradacién de proteinas citoplasmicas solubles
y la segunda degrade principalmente proteinas unidas a organulos o a la membrana, puede
haber superposicion para algunos sustratos entre las dos vias. Parece que se complementan y
respaldan entre ellas en la eliminacién de las proteinas dafiadas (Kaarniranta et al., 2009;

Shang vy Taylor, 2012).

Tal mecanismo de respaldo fue indicado en un estudio sobre la degradacion de proteinas
glicadas en cultivos de EPR. La glicacidén es una modificacién postraduccional que puede tener
consecuencias adversas en relacidon con enfermedades oculares. Las proteinas glicadas y los
productos finales de glicacién avanzada se acumulan de forma acelerada al envejecer en la
retina, especificamente en drusas, y el proceso se acelera aun mas en condiciones diabéticas
(Handa, 2012). El consumo de dietas de alto indice glucémico, uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de la DMAE en los seres humanos, también acelera la acumulacion
de AGE en los tejidos de los ojos. La glicacién induce cambios irreversibles en las estructuras
proteicas y conduce a la pérdida de actividad o agregacion y toxicidad. Ademas, parece ser que
las proteinas glicosiladas son resistentes a la degradacion por la via ubiquitina-proteosoma.
Existen datos en cultivos de EPR que indican que las proteinas glicosiladas y ubiquitinadas
llegan al lisosoma cuando el proteasoma no es funcional. Ademas, el deterioro de la via

ubiquitina-proteosoma en el EPR activa la via autofagica (Shang y Taylor, 2012; Taylor, 2012).

Como ya dijimos, en condiciones homeostdticas normales, las vias del proteosoma y del
lisosoma funcionan independientemente o en concierto para mantener la proteostais. Sin

embargo, sobre el estrés crénico y el envejecimiento estas capacidades son insuficientes para
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mantener la proteostasis. Esto da lugar a la acumulacién de proteinas dafiadas llevando al

desarrollo de lesiones similares a la DMAE (Shang y Taylor, 2012).

Es sabido que las proteinas oxidadas debido al estrés oxidativo se degradan preferentemente
por la via ubiquitina-proteosoma. Un aumento transitorio en los niveles de estas proteinas que
se ubiquitinan se correlaciona con el aumento de la protedlisis intracelular durante la
recuperacion de un estrés oxidativo leve, también implica que la via ubiquitina-proteosoma
participa en la restitucién de la proteostasis durante la recuperacién del estrés oxidativo

(Shangy Taylor, 2012).

Aunque en la actualidad hay escasos datos sobre la degradacién de las proteinas oxidadas en
la retina o el EPR por el proteosoma, los resultados candnicos de las funciones de esta via en la
mayoria de los tejidos sugieren que esto es extrapolable también al tejido retiniano. Ademas,
dada la destacada relacidn etiolégica entre la oxidacidn, el aumento de los niveles de proteinas
oxidadas en la retina y en el EPR, acumulacidon de agregados y retinopatia, el papel del

proteosoma en la retina representa un desafio para estudios futuros (Zhang et al., 2008).

2.4.1 Importancia de la via ubiquitina-proteosoma en la retina
La via de degradacién ubiquitina-proteosoma juega un papel importante en diversas funciones
en la retina. Esta via participa activamente en el buen desarrollo y formacién de la retina. En la
formacidn de los conos deben eliminarse por apoptosis una serie de células pigmentarias.
Muchos mutantes que causan apoptosis anormal y ojos anormales se encuentran relacionados
con aberraciones en la funcidn de ubiquitina-proteosoma, lo que indica que esta via

desempefia un papel importante en la regulacién de la apoptosis (Shang y Taylor, 2012).

Por otro lado, la sefializacion celular eficiente y adecuada es esencial para la salud de la retina.
Y una de las funciones mds importantes de la via ubiquitina-proteosoma es regular el proceso
de sefalizacidn intracelular a través de la degradacion de reguladores de las vias de
sefializacion tales como la via NF-kB o la via de sefializacion inducida por hipoxia. La regulacién
adecuada de estas vias es esencial para el desarrollo y las funciones visuales y su desregulacidon
pueden conducir a la degeneracidn retiniana. Concretamente, la activacién de NF-kB en células
oculares depende de la actividad del proteosoma, como ya sabemos (Angosto, 2005). Pues si el
proteosoma esta dafado o tiene una actividad deficiente se inhibe la activacién de NF-kB, por
tanto en condiciones de recuperacion del estrés oxidativo, se reduce la viabilidad celular (Wu

et al., 2009).
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También participa en la regulacién de la angiogénesis, caracteristica de la DMAE humeda. Ante
condiciones de hipoxia se activa el factor inducible de hipoxia (HIF). Esto da lugar a la
formacién de nuevos vasos sanguineos asi como a la transcripcidn de una serie de factores
proangiogénicos, tales como VEGF. Existen dos subunidades de HIF (HIF-a y HIF-b), siendo HIF-
a regulado a través de su degradacién en el proteosoma. Las enzimas desubiquitinantes
también estan implicadas en la regulacién de la estabilidad de HIF-1a eliminando la ubiquitina
del sustrato. El fracaso de la degradacion de HIF-1a aumenta la expresion y secrecién de VEGF
y otros factores proangiogénicos, como los observados en la DMAE vy la retinopatia diabética

(Shang y Taylor, 2012; Bhutto y Lutty, 2012).

2.4.2 Relacion del estrés oxidativo con la via ubiquitina-proteosoma
La capacidad de esta via para degradar proteinas se altera en respuesta al estrés oxidativo.
Puesto que el estrés oxidativo da lugar a un aumento de proteinas danadas, esto supone
también un aumento de la degradacién de las mismas por parte de la via ubiquitina-

proteosoma (Shang y Taylor, 2012).

Sin embargo, este aumento solo se observa cuando el estrés oxidativo es leve o medio. Al
tiempo en el que se aumenta la actividad de la via, sus componentes estan expuestos al dafio
por estrés oxidativo puesto que tienen grupos sulfidrilos en sus sitios activos. Esto es, el estrés
oxidativo reduce rapidamente un antioxidante, el glutation reducido (GSH), y eleva los niveles
de glutation oxidado (GSSG). Este Ultimo reacciona con los residuos de cisteina en el sitio
activo de enzimas que catalizan la ubiquitinacién, formando enlaces disulfuro y bloqueando su

unidén a ubiquitina (Shang y Taylor, 2012).

Por lo tanto, ante el estrés oxidativo moderado aumenta la susceptibilidad de las proteinas a la
degradacion y aumenta la capacidad proteolitica. Por el contrario, el estrés oxidativo elevado
pero no letal afecta las funciones de la via ubiquitina-proteosoma, reduciendo asi la
degradacion intracelular de las proteinas que lleva a la agregacién de proteinas anormales,

potencialmente citotdxicas (Wu et al., 2009).

Debido a una elevacién de los niveles de GSSG, las enzimas de ubiquitinacién sufren una S-
tiolacion reversible. Esto puede tener un papel protector previniendo la ubiquitinacién y
degradaciéon de proteinas esenciales, modificadas reversiblemente. También serviria para
evitar la oxidacidon irreversible de los residuos de cisteina de los centros activos de estas
enzimas permitiendo la recuperacion de actividad cuando se restaura el estado redox (Shang y

Taylor, 2012).
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A su vez, el proteosoma es mas susceptible de ser dafiado por el estrés oxidativo que las
enzimas que catalizan la ubiquitinacidon. Esto explica por qué los niveles de conjugados de
ubiquitina aumentan en respuesta al estrés oxidativo en diversos tipos de células (Shang y

Taylor, 2012).

2.4.3 Consecuencias de la desregulacidn de la via ubiquitina-proteosoma en la retina
El deterioro de la funcién de la ubiquitina-proteosoma puede contribuir a la acumulacién y la
agregacion de diversas formas de proteinas dafiadas, como las observadas en depésitos
subretinianos. Sin embargo, el aumento de actividad de la misma ante estrés oxidativo
moderado puede promover la degradacién de las proteinas funcionales y perjudicar las
funciones de la visién. Por ejemplo, la degradacién de la rodopsina causa deficiencia de esta
proteina critica de fototransduccion y altera la funcién anormal de la retina (Ozawa et al.

2008).

Por otro lado, la acumulacidn de ubiquitina o conjugados de ubiquitina es prominente en los
depdsitos que se forman debajo del EPR y que constituyen las drusas. La presencia de estos
depdsitos de ubiquitina respalda la inactividad del proteosoma. Varias "enfermedades
amiloides" estan asociadas a esta acumulacién. Algunos ejemplos concretos de depdsitos que
contienen ubiquitina son los cuerpos de Lewy que aparecen en muchos sindromes
neuroldgicos relacionados con el envejecimiento. Ademas, los estudios muestran que la a-
sinucleina, una molécula neuronal especifica de funciones desconocidas, es un sustrato para la
ubiquitina-proteosoma y podemos encontrarla dentro de depdsitos neurofibrilares en
cerebros de pacientes con Parkinson y con funciéon anormal de los ojos. Esto corrobora el
concepto de que la actividad limitada de la via ubiquitina-proteosoma estd causalmente
relacionada con las "enfermedades amiloides". La influencia de estos depdsitos sobre las
funciones fisiolégicas aun se desconocen, pero las drusas caracteristicas de la DMAE podrian
hacer incluir esta enfermedad entre las "enfermedades amiloides" relacionadas con la edad

(Shangy Taylor, 2012).

El deterioro de la via ubiquitina-proteosoma en el EPR también aumenta la proangiogénesis y
la expresion de factores proinflamatorios. Se acumulan factores como el HIF-1a v,
consecuentemente, aumenta la expresidn de VEGF que lleva a angiogénesis retiniana y
coroidea, como la observada en la DMAE humeda. La inhibicién prolongada del proteosoma en
EPR también favorece la expresidn de IL-8, que es proinflamtorio y proangiogénico. La
inhibicidn de la sefializacion de NF-kB por inhibicion del proteosoma también esta relacionada

con una disminucion de la expresion de MCP-1, una proteina quimiotactica. La deficiencia de
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MCP-1 se ha estudiado en ratones y causa lesiones similares a las que se produce en la DMAE,
como acumulaciéon de lipofuscina en EPR, atrofia de fotorreceptores y crecimiento de
neovasos. Por tanto, esta disminucion de MCP-1 debida a la disfuncidn del proteosoma puede

estar relacionada con la patogénesis de la DMAE (Shang y Taylor, 2012).

Sin embargo, se ha comparado la actividad del proteosoma en la retina de los ojos de
donantes con diferentes grados de DMAE y se encontré que la actividad quimotripsina del
proteosoma aumenta en la retina con la progresién de la enfermedad (Ethen et al., 2007).
Igualmente también se ha observado un aumento de inmunoproteosomas. Esto sugiere que el
proteosoma constitutivo esta siendo reemplazado por el inmunoproteosoma en la retina de
pacientes con DMAE, probablemente debido a la inflamacién local o estrés oxidativo. Este
aumento del inmunoproteosoma en respuesta a la lesidn retiniana y cerebral sugiere que el
inmunoproteosoma pueda tener un papel protector neuronal o reparador de dafios en la
primera etapa del desarrollo de la DMAE. No obstante, a la larga, la respuesta del sistema
inmune aumentaria la inflamaciéon que agravaria la patologia (Shang y Taylor, 2012; Ethen

et al., 2007).

Tomados en conjunto, estos datos implican que el deterioro de la via ubiquitina-proteosoma
relacionado con la edad o el estrés puede contribuir a la patogénesis de la DMAE vy otras

enfermedades oculares relacionadas con la edad (Figura 8) (Shang y Taylor, 2012).
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Figura 8. Consecuencias de la desregulacion de la via ubiquitina-proteosoma. Tomada de Shang y Taylor, 2012.
2.5 Autofagia

Se han descrito tres rutas autofagicas distintas: macroautofagia (o simplemente autofagia),

microautofagia y autofagia mediada por chaperonas (AMC). En la macroautofagia, una porcion
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del citoplasma que se va a degradar se envuelve primero dentro de un organulo especializado,
el autofagosoma, que luego se fusiona con las vesiculas lisosdmicas para su degradacidn. En la
microautofagia, la propia membrana lisosomal secuestra una parte del citoplasma. En la AMC,
las proteinas que poseen una sefial de una secuencia especifica son transportadas hasta el
lisosoma. La microautofagia no es comun en células mamiferas. Por tanto, nos centraremos en

las otras dos rutas autofagicas (Kaarniranta et al., 2009).

La macroautofagia se activa en condiciones de estrés. La disminucidn de la autofagia en tejido
nervioso lleva a acumulacién de proteinas ubiquitinadas y neurodegeneracidon (Kaarniranta

et al., 2009; Mettu et al., 2012).

La AMC se vale de chaperonas citosdélicas que reconocen proteinas sefializadas para su
degradacion en los lisosomas. La proteina de membrana asociada a los lisosomas 2A (LAMP-
2A) actla como un receptor para la AMC, uniéndose a las proteinas diana. El nivel de LAMP-2A
repercute en la actividad de la AMC de forma directa, es decir, una disminucion de LAMP-2A
supone una disminucion de la AMC, sin embargo, la macroautofagia se aumenta en
compensacién. La proteina Hsc70 favorece la translocacion de los sustratos a través de las
membranas de los lisosomas. Se piensa que Hsc70 es necesario para dirigir a las proteinas
dianas hacia el lumen de los lisosomas de igual forma que las Hsp70 lo hacen para arrastrar a
las proteinas a la luz del reticulo endoplasmico. Parece ser que Hsp70 esta presente en las
fracciones lisosdmicas de células del EPR. Por lo tanto, se podria prever que el papel de Hsp70
en la protedlisis lisosdémica se reflejaria en autofagia en las células del EPR. Ademads, parece
que Hsp70 es un importante factor citoprotector en las células del EPR, especialmente cuando

la protedlisis es perturbada (Kaarniranta et al., 2009).

La AMC se activa durante el estrés oxidativo. En un estudio se demostrd que la exposicion
aguda al H,0, conduce a la activacién autofagica (Mitter et al., 2014). Las proteinas diana de
esta via son aln mas susceptibles a ser reconocidas por las chaperonas después de haber sido
oxidadas. Esto se debe, al menos parcialmente, al hecho de que las proteinas oxidadas son
mas faciles de desplegar, requisito para su translocacion a través de la membrana lisosomal

(Kaarniranta et al., 2009).

También se estudio si el estrés oxidativo crénico, implicado en la patogénesis de la DMAE vy
otros trastornos neurodegenerativos, afectaba a la autofagia en cultivos de EPR. Se demostrd
gue una exposicion repetida a H,0, producia una disminucidon de la autofagia en células del

EPR (Mitter et al., 2014).
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Sin embargo, la actividad de la AMC disminuye con la edad. Por tanto, esto también contribuye
a la acumulacién de proteinas alteradas. La disminuciéon en la actividad de la AMC con la edad
se debe a la reduccion de los niveles de LAMP-2A en la membrana lisosomal. Un estudio
mostro que la actividad de la AMC se puede mantener en el higado de ratén de edad avanzada
si se evita la disminucién de LAMP-2A. De esta forma, no sélo se restaura la actividad de la
AMC, sino también las vias macroautofagica y proteosomal. Ademas, los niveles de proteinas
oxidadas y agregados de proteinas poliubiquitinadas se redujeron. Estos hallazgos sugieren
que el aumento de la actividad de la AMC también podria prevenir la degeneracion

relacionada con la edad en células del EPR (Kaarniranta et al., 2009).
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Figura 9. Proceso de desregulacién de los mecanismos que mantienen la proteostasis en el EPR. Tomada de
Kaarniranta et al., 2009.

Cada dia, las células del EPR funcionan como componentes fagociticos digiriendo los

fragmentos externos de los fotorreceptores. Sin embargo, el envejecimiento del EPR provoca

una disminucidn de la protedlisis por parte de los lisosomas que lleva a la acumulacién de
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lipofuscina (Kaarniranta et al., 2009; Mettu et al., 2012). Se estudié que inhibiendo la autofagia
se formaban acumulos de lipofuscina (Mitter et al.,, 2014). Por tanto, el aumento de los
depdsitos de lipofuscina se asocia con la gravedad de la DMAE (Figura 9) (Kaarniranta et al.,

2009).

Conclusiones

Considerando las publicaciones recientes podemos concluir que los mecanismos implicados en
la proteostasis celular son el proteosoma, las chaperonas (destacando las proteinas de choque
térmico) y la autofagia. Estos mecanismos se encuentran disminuidos con la edad y por el

estrés oxidativo.

La DMAE se caracteriza por la pérdida de vision por la degeneracion del EPR y llegando incluso
a la formaciéon de neovasos que agravan la enfermedad. Concluimos que la principal causa de
la DMAE es el estrés oxidativo y que el principal factor que regula el balance redox parece ser
el Nrf2. A su vez, este factor se encuentra regulado por p62. Con la edad, los niveles de p62

aumentan, sin embargo, esto puede agravar la DMAE ya que favorece la inflamacién.

Al igual que en las demas enfermedades neurodegenerativas, los mecanismos que mantienen
la proteostasis se encuentran disminuidos en la DMAE. Aunque el estrés leve active estos
mecanismos, el estrés crénico los disminuye. El sistema principal de degradacién de proteinas
dafiadas parece ser la via ubiquitina-proteosoma. Su desregulacion origina agregados de estas
proteinas que pueden llevar a la constitucidn de las drusas caracteristicas d la DMAE. Ademas,
esta disminucién del sistema ubiquitina-proteosoma hace que se sobreexprese VEGF dando
lugar a la angiogénesis. Por otro lado, como en las enfermedades neurodegenerativas, donde
la inflamacién es un marcador carasteristico, hay una sobreexpresién del inmunoproteosoma,
que parece tener un papel protector al inicio de la enfermedad, pero que a la larga puede
agravar el desarrollo de la misma. Asi mismo, las a-cristalinas del EPR también se encuentran

disminuidas asi como la actividad autofagica.

Todo ello, desencadena un cumulo de proteinas, el incremento de la inflamacién y la

proangiogénesis, caracteristicos de la DMAE.

Seria necesario, por tanto, trabajar en la investigacion de posibles dianas terapéuticas que
actuen en la regulacidn de los mecanismos que mantienen la proteostasis para lograr frenar el

desarrollo de la DMAE.

31



Bibliografia
Aguila M, Cheetham ME. Retinal Degenerative Diseases. Adv Exp Med Biol . 2016;854:161-7.

Angosto M. Via de la ubiquitina-proteosoma. Anal. Real Acad. Nac. Farm. 2005;71:45-82.

Bhutto I, Lutty G. Understanding age-related macular degeneration (AMD): Relationships
between the photoreceptor/retinal pigment epithelium/Bruch’s membrane/choriocapillaris

complex. Mol. Aspects Med. Elsevier Ltd; 2012;33(4):295-317.

Bukau B, Weissman J, Horwich A. Molecular Chaperones and Protein Quality Control. Cell.

Elsevier Inc.; 2006;125(3):443-51.

Chen C, Cano M, Wang JJ, Li J, Huang C, Yu Q, et al. Role of unfolded protein response
dysregulation in oxidative injury of retinal pigment epithelial cells. Antioxid. Redox Signal.

2014;20(14):2091-106.

Dubnikov T, Ben-gedalya T, Cohen E. Protein Quality Control in Health and Disease. Cold Spring
Harb Perspect Biol. 2017;9(3):1-14.

Enzo Life Sciences. Proteostasis. 2017 [citado 13 de marzo de 2017]. Recuperado a partir de:

http://www.enzolifesciences.com/platforms/proteostasis/

Ethen CM, Hussong SA, Reilly C, Feng X, Olsen TW, Ferrington DA. Transformation of the
proteasome with age-related macular degeneration. FEBS Lett. 2007;581(5):885-90.

Franco JD, Fagundo E, Gédmez-Antunez R G-DR. El proteosoma. Docplayer. 2008 [citado 20 de
febrero de 2017]. Recuperado a partir de: http://docplayer.es/14266814-El-proteosoma-jd-

franco-e-fagundo-r-gomez-antunez-r-gomez-dominguez.html|

Fundacion General CSIC. El envejecimiento de la poblaciéon. Lychnos Cuad. la Fund. Gen. CSIC.
Fundacidn General CSIC; 2010 [citado 15 de febrero de 2017]. Recuperado a partir de:

http://www.fgcsic.es/lychnos/es_es/articulos/envejecimiento_poblacion

Garcés M. Estudio Sobre Las Enfermedades Neurodegenerativas En Espafia Y Su Impacto

Econdmico Y Social. Neuroalianza Madrid. Madrid; 2016.

Handa JT. How does the macula protect itself from oxidative stress? Mol. Aspects Med.

Elsevier Ltd; 2012;33(4):418-35.

32



Hispano-300. Bioquimica del Metabolismo: La degradacidn de Proteinas. 2015 [citado 14 de
junio de 2017]. Recuperado a partir de: http://ayudahispano-
3000.blogspot.com.es/2015/05/bioquimica-del-metabolismo_48.html

Jarrett SG, Boulton ME. Consequences of oxidative stress in age-related macular degeneration.

Mol. Aspects Med. Elsevier Ltd; 2012;33(4):399-417.

Kaarniranta K, Salminen A, Eskelinen EL, Kopitz J. Heat shock proteins as gatekeepers of
proteolytic pathways-Implications for age-related macular degeneration (AMD). Ageing Res.

Rev. 2009;8(2):128-39.

Kannan R, Sreekumar PG HD. Alpha Crystallins in the Retinal Pigment Epithelium and
Implications for the Pathogenesis and Treatment of Age-Related Macular Degeneration.

Biochim Biophys Acta. 2016;1860(100):258-68.

Kloetzel P-M. The proteasome and MHC class | antigen processing. Biochim. Biophys. Acta -

Mol. Cell Res. 2004;1695(1-3):225-33.

Korolchuk VI, Mansilla A, Menzies FM, Rubinsztein DC. Autophagy Inhibition Compromises
Degradation of Ubiquitin-Proteasome Pathway Substrates. Mol. Cell. Elsevier Ltd;

2009;33(4):517-27.

Lopez-Otin C, Blasco MA, Partridge L, Serrano M, Kroemer G. The hallmarks of aging. Cell.
2013;153(6):1194-217.

Medicina molecular. Proteolisis intracelular (Proteasoma). 2008 [citado 12 de febrero de

2017]. Recuperado a partir de: http://medmol.es/temas/79/

Mettu PS, Wielgus AR, Ong SS, Cousins SW. Retinal pigment epithelium response to oxidant
injury in the pathogenesis of early age-related macular degeneration. Mol. Aspects Med.

Elsevier Ltd; 2012;33(4):376-98.

Mitter SK, Song C, Qi X, Mao H, Rao H, Akin D, et al. Dysregulated autophagy in the RPE is
associated with increased susceptibility to oxidative stress and AMD. Autophagy.

2014;10(11):1989-2005.

Monés J. DMAE exudativa o humeda. Inst. la Macula. 2017 [citado 16 de marzo de 2017].
Recuperado a partir de: http://www.institutmacula.com/patologia/dmae-exudativa-o-

humeda/

33



Ozawa Y, Nakao K, Kurihara T, Shimazaki T, Shimmura S, Ishida S, et al. Roles of STAT3/SOCS3
pathway in regulating the visual function and ubiquitin-proteasome-dependent degradation of

rhodopsin during retinal inflammation. J. Biol. Chem. 2008;283(36):24561-70.

Rangasamy T, Cho CY, Thimmulappa RK, Zhen L, Srisuma SS, Kensler TW, et al. Genetic ablation
of Nrf2 enhances susceptibility to cigarette smoke-induced emphysema in mice. J. Clin. Invest.

2004;114(9):1248-59.

Rutar M, Provis JM. Role of chemokines in shaping macrophage activity in AMD. En: Al. CBR et,

editor. Adv. Exp. Med. Biol. Canberra: Springer International Publishing; 2016. p. 11-6.

Sauer T, Patel M, Chan C-C, Tuo J. Unfolding the Therapeutic Potential of Chemical Chaperones
for Age-related Macular Degeneration. Expert Rev. Ophthalmol. 2008;3(1):29-42.

Shang F, Taylor A. Roles for the ubiquitin-proteasome pathway in protein quality control and
signaling in the retina: Implications in the pathogenesis of age-related macular degeneration.

Mol. Aspects Med. Elsevier Ltd; 2012;33(4):446-66.

Taylor A. Introduction to the issue regarding research regarding age related macular

degeneration. Mol. Aspects Med. 2012;33:291-4.

Triana-Martinez F, Gdmez-Quiroz LE, Fainstein MK. El Flujo de la Informacidn y la Proteostasis:

Consecuencias Fisioldgicas. REB. 2012;31(4):136-44.

Uchiki T, Weikel KA, Jiao W, Shang F, Caceres A, Pawlak D, Handa JT, Brownlee M, Nagaraj R
TA. Glycation-altered proteolysis as a pathobiologic mechanism that links dietary glycemic

index, aging, and age-related disease (in non diabetics). Aging Cell. 2012;11(1):1-13.

Verdaguer J. Degeneracidon macular relacionada a la edad. Rev. Médica Clinica Las Condes.

Elsevier; 2010;21(6):949-55.

Wang L, Ebrahimi KB, Chyn M, Cano M, Handa JT. Biology of p62/sequestosome-1 in age-
related macular degeneration (AMD). En: Al. CBR et, editor. Adv. Exp. Med. Biol. Baltimore:

Springer International Publishing; 2016. p. 17-22.

Wong WL, Su X, Li X, Cheung CMG, Klein R, Cheng CY, et al. Global prevalence of age-related
macular degeneration and disease burden projection for 2020 and 2040: A systematic review

and meta-analysis. Lancet Glob. Heal. 2014;2(2):106-16.

34



Wu M, Bian Q, Liu Y, Fernandes AF, Taylor A, Pereira P SF. Sustained Oxidative Stress Inhibits
NF-kB Activation Partially via Inactivating the Proteasome. Free Radic Biol Med. 2009;46(1):62-
9.

Zhang C, Cuervo AM. Restoration of chaperone-mediated autophagy in aging liver improves

cellular maintenance and hepatic function. Nat. Med. 2008;14(9):959-65.

Zhang X, Zhou J, Fernandes AF, Sparrow JR, Pereira P, Taylor A, et al. the Proteasome Is a

Target of Oxidative Damage in. Nutr. Res. 2009;49(8):3622-30.

35



