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Resumen

La esclerosis lateral amiotréfica es una enfermedad neurodegenerativa que cursa con la pérdida
progresiva de las motoneuronas. Es una patologia de origen desconocido y multifactorial que en el 97%
de los pacientes se caracteriza por inclusiones citoplasmaticas de TDP-43 (proteina TAR de unién a
ADN/ARN). Esta proteina se localiza principalmente en el nicleo donde desempefia funciones esenciales
y relacionadas con la regulacion del ARN y la plasticidad neuronal; sin embargo, en condiciones
patoldgicas se trasloca al citoplasma donde es fosforilada, favoreciendo su agregacion y la formacion de
depdsitos citoplasmaticos responsables de la degeneracién neuronal. Las quinasas involucradas en la
fosforilacion de TDP-43 son CK1, CDC7, TTBK2 y TTBK1, siendo esta Ultima la diana de interés en este
trabajo. TTBK1 es una tau-tubulina quinasa especifica del sistema nervioso central, y recientemente, se
ha demostrado en un modelo de C. elegans que es una de las enzimas responsables de regular la
fosforilacion de TDP-43. Se seleccionaron una serie de inhibidores selectivos para TTBK1 de los cuales
se estudiaron sus propiedades fisico-quimicas in silico, su coeficiente de permeabilidad de la barrera
hematoencefélica in vitro y sus efectos neuroprotectores mediante la disminucién de los niveles de TDP-
43 in vivo. Nuestros resultados parecen mostrar un efecto neuroprotector de los inhibidores selectivos de
TTBK1 y un posible abordaje novedoso para el tratamiento de esta patologia.
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Introduccién

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de patologias de etiologia desconocida caracterizadas
por una pérdida paulatina de la funcionalidad neuronal que desemboca finalmente en la muerte celular. Su
origen es multifactorial v en diversos estudios se sugiere la intervencion de diversos factores como la
inflamacién, el estrés oxidative v la excitotoxicidad en la aparicién de estas enfermedades ' Dentro de
estas enfermedades se encuentran, entre otras. la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica. En la actualidad, el diagnéstico precoz de
estos procesos neurodegenerativos es bastante complicado debido a la falta de biomarcadores y a su origen
desconocido, por lo que el tratamiento es Gnicamente de tipo sintomatico.

Esclerosis lateral amiotréfica

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad cronica v degenerativa de origen desconocido
caracterizada por una pérdida progresiva de las motoneuronas localizadas en la corteza cerebral (neuronas
motoras superiores), tronco del encéfalo y médula espinal (neuronas motoras inferiores) *]. Es una patologia
que provoca la disfuncion progresiva del sistema motor, el cual dirige. regula ¥ mantiene la musculatura
esquelética siendo el responsable del movimiento y la interaccion del individuo con el entorno (andar,
manipular, escribir, comer. vestirse, hablar...) Pl La progresién de la enfermedad varia mucho entre
individuos, pero generalmente al cabo de 3-5 afos el aumento de la debilidad muscular conduce a la
insuficiencia respiratoria v a la muerte. Es una enfermedad con una incidencia mundial anual de
aproximadamente 2 casos por cada 100.000 habitantes *l. Actualmente, no existe tratamiento curativo para
la esclerosis lateral amiotrofica, por lo que el principal objetive del tratamiento es prolongar la
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supervivencia y mejorar la calidad de vida de los pacientes. El inico medicamente aprobado en la actualidad
es el riluzol, un antagonista de los receptores de N-metil D-aspartato (NMDA) dirigido a reducir la
excitotoxicidad; sin embargo, los resultados no han sido favorables ya que no ha demostrado que sea capaz
de mejorar la funcién motora L

Aungque la etiopatogenia continia sin dilucidarse completamente; actualmente esta enfermedad se clasifica
en ELA familiar (afecta entre un 5-10% de los pacientes) v ELA esporddica (afecta al 90% de los casos).
La primera es debida a mutaciones en genes directamente relacionados con la degeneracion de
motoneuronas, mientras que en la forma esporddica se presupone un origen multifactorial %1 que pueden
abarcar diversos eventos patologicos como: estrés oxidativo, excitotoxicidad por glutamato, dafo
mitocondrial, defecto en el transporte axonal, dafie originado por los astrocitos; y apoptosis. A pesar de la
etiologia diversa y desconocida de la enfermedad, el 97% de los pacientes presentan un fenotipo comin en

los tejidos afectados: la aparicion de depositos de la proteina TAR de unidn al ADN/ARN denominada
TDP-43 1",

TDP-43

TDP-43 es una proteina ubicua ¥ muy conservada que se encuentra principalmente en el nicleo de las
células, aunque es capaz de traslocarse al citoplasma. A nivel estructural, posee dos dominios de
reconocimiento de ARN (REMs), una secuencia de localizacion nuclear (NLS). un dominio de
reconocimiento de sefiales de exportacion nuclear y cerca del carbono terminal una region rica en glicina
encargada de mediar las interacciones proteina-proteina. A nivel funcional, TDP-43 en el nicleo desempefia
diversas funciones como la regulacion del splicing y de la estabilidad del ARN, de la biogénesis de
microARNs vy de la estabilidad de sus propios mARNs, lo cual proporciona un mecanismo de
autoregulacion de los niveles de TDP-43. Aunque en su mayoria estd localizada en el nicleo, hasta un 30%
de TDP-43 puede encontrarse en el citoplasma regulado por su propia actividad y por situaciones de estrés
donde es un componente clave en el transporte de ARN vy en la plasticidad neuronal mediante la regulacion
de la sintesis de proteinas locales ["#],

Figura |.-Proteinopatias de TDP-43 y su relacion con la patogénesis de la esclerosis lateral amiotrofica. (1)
TDP-43 es una proteina de unién al ADN v al ARN localizada en el nicleo e implicada en el procesamiento
del ARN. Cuando se trasloca al citoplasma estd involucrada en el procesamiento de ARN citoplasmatico, en la
respuesta al estrés y en el transporte de ARN. (2) La mutacion C9ORF72 provoca el secuestro de las proteinas
de unién a ARN, lo que perjudica el procesamiento del ARN. La ELA mediada por C20RFT2 también se
manifiesta con la acumulacion y agregacion de TDP-43. (3) Las mutaciones MATR3, hnRNPAL v
hnRNPA2B| también afectan al procesamiento del ARN e inducen la proteinopatia TDP-43, probablemente a
través de interacciones de unidn directa con TDP-43 que influyen en su plegamiento y funcidn. (4) Se cree que
las mutaciones de FUS causan ELA, independientemente de la proteinopatia TDP-43. (5) La deslocalizacion
del exceso de TDP-43 al citoplasma puede ser promovida por (6) mutaciones TARDBP y (7) factores
estresantes ambientales, que también promueven (8) la fragmentacion de TDP-43. (9) Las especies de TDP-43
mal localizadas son propensas a un plegamiento errdneo v a la agregacion, lo que estd asociado con la adicion
de cadenas de fosforilacion y ubiquitina. (10) El sistema del proteosoma de ubiquitina (UPS) y la autofagia
normalmente sirven para mantener la homeostasis de TDP-43. Sin embargo, en ELA estos sistemnas de
degradacion de proteinas no previenen la acumulacion de TDP-43. (1 1) Las mutaciones en VCP, UBQLN2 y
SQSTMI pueden deteriorar la degradacion de proteinas. (12) El procesamiento de ARN aberrante, y
particularmente la formacion de granulos de estrés, puede promover la agregacion de TDP-43. (13) Por el
contrario, el plegamiento erréneo v la agregacion de TDP-43 deteriora la funcion de procesamiento de ARN.
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La deposicion de TDP-43 se ha detectado en las neuronas corticales en pacientes de demencia
frontotemporal (FTD) v en las neuronas motoras espinales en pacientes de ELA. Estas proteinopatias de
TDP-43 se caracterizan por una serie de modificaciones post-traduccionales patologicas, como
ubiquitinacion, fosforilacion y procesamiento proteolitico, responsables de la agregacion v formacion de
inclusiones citoplasmaticas insolubles de TDP-43 (Figura 1). La causa molecular precisa que subyace a la
neurotoxicidad en la mayoria de estas proteinopatias permanece incierta; sin embargo, pueden estar
involueradas tanto la pérdida de la funcidén normal en el nicleo como hiperfuncion téxica en el citoplasma
[*]. Debido a la importancia de la fosforilacién de TDP-43 en la patogénesis, un posible abordaje terapéutico
seria inhibir las quinasas implicadas en este proceso.

Recientemente, se ha desarrollado un modelo C. elegans de proteinopatia de TDP-43 que muestra una
neurodegeneracién y neurotoxicidad dependientes de la fosforilacion de TDP-43. Este modelo ha permitido
identificar cuatro quinasas implicadas en la fosforilacion de TDP-43: CK 1, CDC7, TTBK1 y TTBK2. Estas
dos altimas proteinas fueron identificadas en dltimo lugar y son quinasas homologas a la tau tubulina
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Figura 2.- Fosforilacion de TDP-43 por TTBK.1/2. En este proceso, esta implicada también la calpaina,
proteasa que generan fragmentos de TDP-43 favoreciendo su agregacion y posterior fosforilacion.

TTEK

La familia de tau-tubulina quinasas esti formada por dos miembros TTBK 1 v TTBK2, las cuales pertenecen
a la superfamilia de la caseina quinasa. Estas quinasas son responsables principalmente de la fosforilacion
de tau y de la tubulina asociada a los microtibulos por lo que en primer lugar estan implicadas en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Estas dos quinasas contienen un dominio quinasa altamente
homalogo pero sus dominios no cataliticos son claramente diferentes. TTBK| se expresa especificamente
en el sistema nervioso central (SNC) donde participa en la fosforilacién v agregacion de tau; y TTBK2 se
expresa de forma ubicua en multiples tejidos siendo mis alta su expresion en las células de Purkinje vy en
la capa de células granulares del cerebelo, hipocampo. mesencéfalo y sustancia negra; ademis esta
genéticamente implicada en la ataxia espino cerebelosa tipo 11 '), Diversos estudios indican la implicacion
de TTBK2 en embriogénesis, mitosis v supervivencia celular. En el mismo modelo de C. elegans donde se
demostrd su implicacion en la fosforilacion de TDP-43, se ha visto que TTBK 1 induce mayor fosforilacion
de TDP-43 que TTBK2 I'" {Figura 3).
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Figura 3.- Niveles de fosforilacion de TDP-43 en un modelo con sobreexpresion de Tau-tubulina
quinasas.
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