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RESUMEN

La enfermedad del Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
prevalente en el mundo, lo que representa uno de los problemas mas importantes en salud
publica. Ademas de los signos patognomanicos cldsicos de la enfermedad como son una
muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas y los acimulos de la proteina a-sinucleina,
existen numerosos mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes a la enfermedad. Estos
mecanismos han demostrado estar altamente interconectados y se han relacionado con
procesos oxidativos y neuroinflamatorios que agravan la progresion de la enfermedad.

En la actualidad solo existen tratamientos sintomaticos que no son capaces de detener el
avance de la EP, por lo que se hace necesaria la busqueda de nuevas terapias efectivas. En
este sentido, el factor de transcripcion NRF2 (nuclear factor erythoid 2-related factor 2) es
considerado el regulador maestro de la defensa antioxidante de la célula. NRF2 también estd
involucrado en el control de numerosos mecanismos patolégicos de la enfermedad como
son los procesos de proteostasis o neuroinflamacion por lo que es considerado una nueva y
prometedora linea terapéutica para el tratamiento de la EP. En este trabajo, se exponen los
diferentes aspectos que hacen de NRF2 una diana de interés y se hace una revisidon de las
distintas moléculas que han sido descritas como inductoras de NRF2 cuya accidn ha sido
evaluada en modelos in vivo e in vitro de la EP.

1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
prevalente y la mas comun a nivel motor, afectando a alrededor de 7 millones de personas
en el mundo. Ademas, se espera que el nimero total de afectados se incremente hasta mas
de 12 millones en 2040.1

La incidencia actual se encuentra entre 5-35 casos nuevos por cada 100.000 individuos al
afio.? Si bien la prevalencia en la poblacidn general se estima de un 0,3 %, aumenta hasta el
3 % si se acota el rango de edad a mayores de 80 afios.? Con respecto a la tasa de mortalidad
asociada a la enfermedad, el riesgo de muerte es 1,5 veces mayor en pacientes, decreciendo
la tasa de supervivencia, aproximadamente, un 5 % cada afio.3

La EP se caracteriza por una serie de sintomas motores tales como bradicinesia,
dificultad de movimiento y descoordinaciéon motora, asi como no motores como insomnio o
depresion.* Un aspecto importante a tener en cuenta es el gran impacto econémico que
constituye la EP. En gastos directos, una persona en su primer afio supone un gasto de entre
3.000€ a 5.500€ anuales mientras que los costes ascienden a valores entre 6.600€ a 8.000€
en el ultimo afio de vida. Ademads, se trata de una enfermedad muy incapacitante que
requiere de ayuda externa. Por ello a estos nimeros debe sumarse la pérdida productiva de
las familias y la jubilacién precoz del paciente (pérdidas superiores a 6.500€ y 16.000€ por
persona y afio, respectivamente.)?



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

1.2 Etiologia

El origen de la EP es desconocido hasta el momento. La mayor parte de los casos, entre
un 90-95 %, son idiopaticos o esporadicos, habiendo numerosos factores de riesgo asociados
a los mismos tales como factores ambientales, consumo de sustancias (café, alcohol o
tabaco) o exposicidon a toxinas (herbicidas como el Paraquat, pesticidas como la rotenona o
metales pesados).® La interaccion compleja entre dichos factores en un contexto de
envejecimiento puede desembocar en dano oxidativo, neuroinflamacién, y en ultima
instancia, la muerte neuronal que se observa en la enfermedad.®

Por otra parte, entre el 5-10 % restante de casos se atribuye a un origen genético,
observéandose en estos casos que el inicio de la enfermedad suele ser méas temprano.? En
este sentido, se han descrito numerosos loci asociados a la enfermedad, conocidos en
general como PARK, cuyas mutaciones se relacionan directamente con la EP. Entre ellos
destaca PARK8, gen que codifica la proteina LRRK2 (leucine rich repeat kinase 2). La
mutacién Gly2019Ser en esta proteina se asocia con una disfuncidn del sistema autofagico
lisosomal (LAS), que se relaciona con una mayor agregacién de la proteina a-sinucleina en
las neuronas dopaminérgicas, una de las principales caracteristicas de la enfermedad.? Cabe
destacar también el gen PARK1, también denominado como PARK4 o SNCA que codifica la
proteina oa-sinucleina. Mutaciones autosémicas dominantes descritas en esta proteina
(Ala30Pro, Glud6lys, His50GIn, Gly51Asp, Ala53Glu o Ala53Thr) dan como resultado EP
familiar, presumiblemente como consecuencia de un plegamiento incorrecto y agregacion
de la proteina mutada.’

1.3 Fisiopatologia

Los agregados proteicos de a-sinucleina que forman, en ultima instancia, los cuerpos de
Lewy provocan la muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas, ocasionando en torno a un
90 % de disminucién de los niveles dopamina® en la via nigroestriada. La pérdida neuronal
afecta, en un primer momento a la substantia nigra pars compacta aungue segun avanza la
enfermedad se extiende a distintas dreas cerebrales.” Esta gran pérdida dopaminérgica se
observa en los primeros estadios de la enfermedad, lo que hace pensar que la
neurodegeneracidon se inicia antes de la aparicién evidente de los sintomas motores
caracteristicos de la EP.?

Como se ha descrito, los acimulos proteicos de a-sinucleina constituyen una de las
principales caracteristicas de la enfermedad. Inicialmente, se originan en el citoplasma de
ciertas neuronas debido a la formacién de oligomeros a partir de monédmeros solubles de a-
sinucleina. Estos oligomeros se agregan progresivamente formando protofibrillas, que
finalmente dan lugar a las fibrillas insolubles de a-sinucleina, que se observan en los cuerpos
de Lewy.? El declive de los sistemas de procesamiento proteico como el LAS y el sistema
ubiquitina-proteasoma, encargados de mantener los niveles normales de la proteina a-
sinucleina, se ha relacionado con la aparicion de los acimulos de la misma. Ademas, el
envejecimiento y una retroalimentacién negativa por parte de la propia a-sinucleina parecen
ser factores que contribuyen a la decadencia de estos sistemas, finalmente comprometiendo
la supervivencia neuronal.?

Ademas, son numerosas las vias moleculares implicadas y alteradas que se relacionan
con los mecanismos subyacentes a la neuropatologia de la EP. Uno de los principales
eventos en el desarrollo de la enfermedad es la disfuncion mitocondrial. Se ha observado
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una disminucion del 30 % de la actividad del complejo | (NADH ubiquinona oxidoreductasa)
de la cadena de transporte de electrones mitocondrial en pacientes con EP.° Esta inhibicidn
tiene como consecuencia una disminucién en la produccién de ATP y un aumento
significativo en la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS).°
Ademads, diversas proteinas codificadas por genes relacionados con la EP (tales como PARK2
0 PARKS8) juegan un papel central en el mantenimiento de una correcta funcidn
mitocondrial, lo que indica que la disfuncion mitocondrial es un evento clave en la aparicidon
y desarrollo de la EP.2

Por otra parte, las neuronas son muy vulnerables al estrés oxidativo debido a su alta tasa
de consumo de oxigeno.® Ademds, las membranas neuronales son ricas en acidos grasos
polinsaturados, que son particularmente sensibles al estrés oxidativo.®° Concretamente, las
neuronas dopaminérgicas son especialmente propensas al dafio oxidativo debido a su alto
contenido en dopamina y sus productos derivados. Esta puede ser metabolizada por la
enzima monoamino oxidasa (MAO) o bien sufrir procesos de auto-oxidacién. Ambas vias de
degradacion dan lugar a un incremento significativo de ROS. En particular, el proceso auto-
oxidativo de la dopamina da lugar a especies tipo quinonas altamente reactivas que
incrementan el dafio oxidativo.®

Ademads, tanto el incremento de acumulos proteicos como los elevados niveles de estrés
oxidativo contribuyen a la activacién glial que lleva a un estado de neuroinflamacién cronica.
El sistema nervioso central (SNC) dispone de su propio sistema inmune formado por la
microglia y astrocitos principalmente. Ambos tipos celulares tienen un papel fundamental de
defensa del SNC, sin embargo, una sobreactivacion de la microglia origina la adquisicion de
un fenotipo téxico. La sobreactivacion glial, lleva a una liberacion masiva de distintos
mediadores proinflamatorios y neurotéxicos como son el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y la interleuquina 1B (IL-1B) ademas de un aumento masivo de la produccion de
ROS.1 12 Ademds, un estado alterado de los astrocitos se relaciona con una menor sintesis
de glutation (GSH), necesario para la supervivencia neuronal.'? A su vez, la neuroinflamacién
conduce a una alteracion de los mecanismos de proteostasis, lo cual desemboca en
disfuncién mitocondrial y aumento del estrés oxidativo, generandose un bucle patolégico
que acelera la progresiéon de la enfermedad.? En resumen, son muchos los mecanismos
moleculares implicados en la EP y se desconocen las causas iniciales que desembocan en su
apariciéon. La gran complejidad de la EP ha llevado a definirla como “enfermedad
multifactorial”, con una gran variedad de rutas y procesos interconectados entre si como
puede observar en la figura 1.
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Figura 1. Mecanismos moleculares involucrados en la
enfermedad del Parkinson.?

1.4 Tratamiento actual

Actualmente, los tratamientos empleados son meramente sintomaticos y se centran en
intentar recuperar los niveles de dopamina que se encuentran disminuidos en la EP. Esto se
consigue bien directamente introduciendo precursores de dopamina asi como estimulando
neuronas dopaminérgicas mediante el empleo de agonistas dopaminérgicos o bien
indirectamente inhibiendo el metabolismo de dopamina.

- L-DOPA: se trata de un precursor de dopamina, empleado para aumentar los niveles de
este neurotransmisor. Fue el primer tratamiento aprobado, que se desarrollé en los afios
60, y sigue manteniéndose como el tratamiento base. Sin embargo, posee grandes
inconvenientes como son las graves oscilaciones motoras y las discinesias generadas a
largo plazo. Estos efectos secundarios aparecen por las variaciones en su concentracion
debido al metabolismo de la L-DOPA, las variaciones en su absorcidn gastrointestinal y
en el transporte a través de la barrera hematoencefalica (BHE). Para paliar dichos efectos
adversos existen combinaciones de L-DOPA con carbidopa, inhibidor de la aminoacido
aromatico descarboxilasa (AADC), enzima encargada de la formacién de dopamina a
partir de L-DOPA. La carbidopa no es capaz de atravesar la BHE, por lo que Unicamente
inhibe la AADC periférica, evitando la conversiéon de L-DOPA a dopamina (incapaz de
atravesar la BHE) a dicho nivel y facilitando la concentracion del farmaco en el cerebro.?
También existen asociaciones de la L-DOPA con la entacapona, inhibidor de la catecol-O-
metiltransferasa (COMT) enzima que lleva a cabo la degradacién de L-DOPA,% o incluso
combinaciones de los tres compuestos.

- IMAOB: se trata de inhibidores de la monoamino oxidasa B (MAO-B), enzima que cataliza
la oxidacién y degradacién de monoaminas como la dopamina. Existen inhibidores tanto
reversibles (safinamida) como irreversibles (selegilina o rasagilina).? Su empleo
incrementa los niveles de dopamina en la hendidura sindptica y reduce el estrés

-6-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

oxidativo asociado al metabolismo de dopamina por esta enzima. Ademas, la selegilina
se ha relacionado con un aumento en la expresién de enzimas antioxidantes como la
NADPH quinona oxidoreductasa (NQO1, enzima implicada en la detoxificacién de
dopamina). Esto se debe a activa el factor de transcripciéon NRF2 (nuclear factor erythroid
2-related factor 2).°

- Agonistas dopaminérgicos: entre ellos destaca la bromocriptina empleada
principalmente para el tratamiento de los sintomas motores. Se trata de un derivado de
ergolina que actua a nivel de los receptores de dopamina (D2), aunque también sobre
receptores de 5-hidroxitriptamina o serotonina (5HT), incluido 5HT2B, lo que se
relaciona con fibrosis pleuropulmonar y de la valvula cardiaca lo que planted un grave
problema de seguridad.? Debido a estos efectos, comenzaron a usarse los agonistas no
derivados de la ergolina, como es la rotigotina, los cuales poseen un tiempo de semivida
mayor que la L-DOPA. Por ello se presentan como candidatos atractivos como terapia
complementaria en pacientes con fluctuaciones motoras.?

Como se ha mencionado, es importante resaltar que todos ellos son tratamientos
sintomaticos, incapaces de frenar el avance de la enfermedad, por lo que se hace necesaria
la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas eficaces. Teniendo en cuenta la implicacién
de factores como el estrés oxidativo, la presencia de acumulos proteicos aberrantes y la
neuroinflamacién crénica, el factor de transcripcion NRF2, se postula como potencial diana
para el desarrollo de un nuevo tratamiento que detenga la progresién de la enfermedad,
dado su espectro multidiana y relacién con todos estos procesos patolégicos.

1.5 NRF2
a) Estructura Molecular

NRF2 es un factor de transcripcion perteneciente a una familia de proteinas
caracterizadas por poseer la denominada “cremallera de leucinas” en la region C-terminal.
Se encuentra dividida en 6 dominios altamente conservados (Neh1-Neh6) con funciones
diferenciadas descritas en la figura 2.4

- Nehl: presenta la caracteristica cremallera de leucinas indispensable para la
dimerizacién con la proteina sMaf (small muscle aponeurotic fibrosarcoma), que permite
su unién a promotores que contienen las secuencias ARE (antioxidant response element)
y la consecuente induccidn de los genes bajo su control.®

- Neh2: dominio altamente conservado, que permite la regulacién negativa de la actividad
transcripcional de NRF2 por parte de la proteina represora KEAP1, tal y como se detalla
en las siguientes secciones.'* Contiene dos secuencias DLG (baja afinidad) y ETGE (alta
afinidad), responsables de la interaccion KEAP1-NRF2.1°

- Neh3: posee un papel fundamental en la activacién por parte de NRF2 de los genes que
presentan la secuencia ARE en su promotor.®

- Neh4 y Neh5: poseen dominios que se unen a KIX (kinase-inducible interacting) y CH3
(cysteine/histidine-rich domain 3) que inducen la transactivacién de NRF2.14

- Neh6: participa como otro de los puntos de regulacidn negativa de NRF2, en este caso
mediado por el sistema B-TrCP/glucégeno sintasa kinasa 3 (GSK-3), como se explica en el
siguiente punto.1®
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- Neh7: dominio que interactia con el receptor retinoide X alfa, el cual inhibe la
sefializacion de la via NRF2-ARE.

(a) DLG ETGE
NH?- l INEHzI INEHAI NEHS. NEH7 . NEH6 . CNNCE-’;;IP l NEH3 . -coo

Interaction with  Transdctivation Transcription Nrf2 DNA binding domain; Transactivation
Keap1 domains repression stability  Dimerization with sSMAFs  domain

Figura 2. Representacién de los dominios de Nrf2.1®

b) Regulacion de NRF2

Debido al gran impacto de NRF2 en multiples mecanismos fisioldgicos y patoldgicos,
posee un papel clave en la defensa del organismo. Su funciéon esta estrechamente
controlada mediante dos adaptadores de la ligasa E3: KEAP1 y B-TrCP, si bien existen otros
mecanismos de regulacion.’

- KEAP1: es una proteina formada por 625 aminodcidos de los cuales 27 son residuos de
cisteina.’®> Forma un homodimero capaz de unirse a la ligasa E3, para suprimir hasta en
un 80 % la translocacién de NRF2 al nucleo.'® Estd formada por 3 dominios (BTB, IVR y
Kelch, ver figura 3A) cada uno con una funcidon definida. El dominio Kelch es responsable
de la unién con el dominio Neh2 de NRF2.% El dominio BTB se encarga de la dimerizacion
de KEAP1 necesaria para la unién con NRF2, y presenta un sitio de unién a la ubiquitina
ligasa Culina 3 (CUL3). La unién de NRF2 al dominio BTB, junto a RBX1 (ring box protein-
1), forman un complejo para la poliubiquitinizacion de NRF2 que permite su posterior
degradacién por el proteasoma (ver figura 3B). Finalmente, el dominio IVR contiene gran
cantidad de residuos de cisteinas que actlan como sensores en situaciones de estrés
oxidativo.®

La interacciéon KEAP1-NRF2 ha sido descrita, entre otros, mediante el modelo de bisagra
y pestillo. En condiciones basales, KEAP1, se une a las secuencias ETGE (alta afinidad) y DLG
(baja afinidad) del dominio Neh2 de NRF2,'° presentando NRF2 al complejo CUL3/RBX1,
permitiendo su ubiquitinacién y posterior degradacion por el proteasoma.'® La regulacion
mediada por KEAP1 hace que la vida media de NRF2 sea de 15-40 minutos, variando en los
diferentes tipos celulares.?° Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo, la modificacién
de los residuos de cisteina, principalmente Cys151 del domino BTB o Cys273 y Cys288 del
dominio IVR!® dan lugar a una cambio conformacional que provoca la separacién del motivo
DLG de baja afinidad de KEAP1. La pérdida de esta interaccion altera la disposicion de NRF2
en el complejo multimérico hacia una conformaciéon que no permite su ubiquitinacién. De
esta forma, la secuencia DLG podria actuar como un “pestillo” para permitir la degradacién o
no de NRF2 en funcidn del estado redox de las células. El resultado es la translocacién y
acumulacion de NRF2 en el nucleo,*® donde forma un dimero con la proteina sMaf capaz de
unirse a las regiones promotoras ARE regulando la expresién de numerosos genes
antioxidantes y antiinflamatorios.*®

NTR BTB IVR DGR CTR
A Keap1 | |—I | | |
\ Tf—‘\ I ‘ \ I
nion C257 Cs13
slo4 " Cos Cc288\ NEs
cisl  ca73

c297
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Figura 3. A) Representacion esquemaética de los dominios de KEAP1.18 B) Modelo
estructural del complejo multimérico KEAP1-NRF2.%?

KEAP1 también es responsable de regular el cese de la actividad de NRF2 una vez que
esta ha realizado su funciéon. Para ello, KEAP1 es translocado al interior del nidcleo donde
disocia la union de NRF2 de la regidon promotora ARE. Esto le permite formar un complejo
con NRF2 que viaja hasta el citosol para promover su degradacién, deteniendo asi la
activacién de la via NRF2-ARE.1®

- B-TrCP: se trata también de un homodimero adaptador de la ligasa E3. En condiciones
basales, la enzima GSK-3 es capaz de fosforilar los residuos Ser335 y Ser 338 del domino
Neh6 de NRF2, lo cual permite su reconocimiento por B-TrCP y se permite asi la
formacién del complejo CUL1/RBX1 para su degradacion por el proteasoma, como se
representa en la figura 4.1°

En situacidon de estrés oxidativo, se produce la inhibicion de varias fosfatasas originando
un aumento de los niveles intracelulares de inositol-3-fosfato (I3P) que activa la proteina
PKB (protein kinasa B). Esta fosforila el dominio N-terminal de GSK-3 provocando su
inactivacion y permitiendo de esta manera que NRF2 se acumule y se transloque al nucleo
donde activa la via antioxidante de fase Il.

GSK-3 ' L
Nrf2
Phosphorylation of 1 o
serine residue at | 1 U
NEHE domain ¥ D ough 265 | <
proteosome §
.m.m

_—
£ w2 §
P —
B-TrCP Cull

268
proteosome

Figura 4. Mecanismo de regulacién 8-TrCP/GSK-3.16

c) Funcién y mecanismo de accion de NRF2

NRF2 regula la expresion de mds de 250 genes que contienen en sus promotores la
secuencia ARE. Estos genes codifican una gran variedad de enzimas involucradas en
numerosos procesos bioquimicos como son la biotransformacion de endobidticos vy
xenobidticos, metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas, entre otros. En el contexto
de este trabajo, cabe destacar el papel que juega en el mantenimiento de la proteostasis asi
como en la regulacién de procesos antioxidantes y antiinflamatorios.'® 2% En la figura 5 se
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resume el mecanismo de actuacién de NRF2, mostrando algunas de las actividades
controladas por esta proteina y comentadas a continuacion.

En relacién con el control de los procesos antioxidantes, NRF2 se encarga de la expresion
de los cuatro genes involucrados en la produccion de NADPH, (glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, enzima madlica e isocitrato
deshidrogenasa 1), el cofactor critico para gran parte de las reacciones redox en el
organismo.?° Ademas, regula la expresién de enzimas como la glutatidon-S-transferasa (GST),
glutamato-cisteina ligasa (GCL) o glutatidon peroxidasa (GPX), necesarias para sintetizar el
agente reductor mdas importante de nuestro organismo, el glutatién (GSH).?? De igual forma,
NRF2 regula la expresién de hemooxigenasa 1 (HMOX-1), enzima responsable del
metabolismo del grupo hemo a mondxido de carbono (citoprotector y atenuante de la
inflamacién), ion ferroso y biliverdina, la cual es convertida en bilirrubina (un potente
antioxidante fisioldgico) por la accidon de la enzima biliverdina reductasa (BVR) también
regulada por NRF2. Destaca también el papel de NRF2 en la regulacién de la enzima NQO1
encargada de reducir distintas quinonas a hidroquinonas.® Entre ellas se incluye la quinona
derivada de dopamina, un importante promotor de dafio oxidativo, de gran relevancia en el
contexto de la EP.
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La actividad antinflamatoria de NRF2 ha sido atribuida, al menos, a tres mecanismos
independientes: i) la propia modulacién del metabolismo redox; ii) la regulacién directa de
genes proinflamatorios; iii) y la comunicacion cruzada con el factor nuclear kB (NF-kB) el
principal factor de transcripcién de la respuesta inflamatoria.?® En primer lugar, los altos
niveles de estrés oxidativo que conducen al desequilibrio redox pueden contribuir al
desarrollo de un estado inflamatorio que a su vez produce mas estrés oxidativo, generando
de esta manera un circulo patolégico. Por ello, el control de la actividad antioxidante
ejercido por NRF2 supone un importante regulador de dicho bucle, lo que previene de una
inflamacidn exacerbada y su consecuente dafio tisular.?? En relacidn con la regulacién directa
de genes proinflamatorios, NRF2 se une a las regiones reguladoras de los genes que
codifican para citoquinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-1B evitando el reclutamiento de la RNA
polimerasa Il necesario para que se inicie la transcripcién.?® 23 Por otra parte, existen varios
puntos de conexion y modulacion entre la via NF-kB y NRF2 como respuesta al estrés
oxidativo y la inflamacidn, resumidos en la figura 6. Estos tienen lugar a través de complejas
interacciones moleculares dependientes del tipo de célula y tejido. A modo de ejemplo el
aumento de los niveles de HMOX1 en las células endoteliales permite la inhibicion de la
actividad transcripcional mediada por NF-kB. Concretamente, esta inhibicion es mediada por
la bilirrubina, potente antagonista de la activacion de NF-kB y su consecuente accién
proinflamatoria.?*

Fe“' &« CDDO-Im
bilirubin

SFP

© Ubiquitin ® Phosphate ®Ace(yl group — 1 Inhibition ——Activation

Figura 6. Comunicacion cruzada y esquema de los diferentes
puntos de interconexién entre vias NRF2 y NF-kB %°
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En relacion con el control del procesamiento proteico, de gran relevancia en
enfermedades neurodegenerativas tales como la EP, NRF2 es un factor clave en la regulacion
de la expresion del gen SQTSM1, que codifica la proteina p62. Esta proteina juega un papel
fundamental en la autofagia, la principal ruta de degradacién de proteinas aberrantes. p62
facilita la inclusién de agregados ubiquitinizados de proteinas u orgdnulos danados por un
desequilibrio redox al interior de autofagosomas o al sistema ubiquitin-proteasoma para su
posterior degradacion.?®?’ Ademas, la proteina p62 fosforilada compite con el motivo DLG
de baja afinidad de NRF2 por la unién a KEAP1, conduciendo a esta ultima al autofagosoma,
y por tanto induciendo la activacién de la ruta NRF2. De esta manera, se origina una
retroalimentacién positiva entre p62 y NRF2.17:20

2. OBIJETIVOS
Los objetivos de este trabajo son:

- Realizar una breve revisiéon y actualizacion de la EP y estado de sus tratamientos
actuales.

- Plantear vy justificar una posible nueva linea de tratamiento basada en el uso de
inductores de NRF2.

3. METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo se ha llevado a cabo una revisién bibliografica de los
articulos relacionados con el tema. Para ello, ha sido necesaria la busqueda de informacion
en portales digitales como PubMed, Google Scholar, Science Direct y MedLine empleando
palabras clave como “Parkinson”, “NRF2”, “Inductor”, “estrés oxidativo”, etc.

A su vez, también se ha recurrido a la consulta en las agencias nacionales como la
Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) asi como su
herramienta de busqueda centro de informacion de medicamentos (CIMA).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 NRF2 y enfermedad de Parkinson

Existe una correlacién directa entre una disminucién de la actividad de NRF2 y su
respuesta transcripcional con la edad lo que indirectamente lo vincula con la EP.% 28 Ademas,
existen otros numerosos puntos de conexidn que justifican el estudio de inductores de NRF2
como terapia para la EP. Por una parte, se ha demostrado que en los primeros estadios de la
enfermedad, NRF2 se localiza preferentemente en el nucleo de las neuronas dopaminérgicas
de la substantia nigra en un intento de reducir el estrés oxidativo y neuroinflamacién.® 28
Ademas, como se comenta anteriormente el cerebro es uno de los drganos mas susceptibles
al dafo oxidativo debido al gran contenido en lipidos, la elevada tasa de consumo de
oxigeno y las numerosas reacciones redox metal-dependientes (Cu?*, Fe?* y Zn?*) que se
producen en el mismo, donde, concretamente, las neuronas dopaminérgicas son
especialmente vulnerables.®'>2® Por ello, la activacion de la via antioxidante vy
antinflamatoria mediada por NRF2 supone un sistema de proteccién muy relevante en el
contexto de enfermedades neurodegenerativas y mas concretamente de la EP.

Distintos estudios han evidenciado los mecanismos neuroprotectores responsables de
eliminar los productos oxidantes del metabolismo de la dopamina. En este sentido, se ha
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comprobado que los niveles de NQO1 se encuentran muy elevados en la astroglia de
pacientes de EP y en las neuronas de la susbtantia nigra pars compacta en comparacién con
individuos sanos.?® Otra proteina antioxidante controlada por NRF2, HMOX-1, también se
encuentra elevada en sangre de pacientes, aunque no se han observado estos niveles
aumentados en la substantia nigra pars compacta. Ademas, HMOX1 mantiene un patrdén
distinto de tincidn alrededor de los cuerpos de Lewy evidenciando una potencial respuesta
antioxidante frente a estos acimulos.?® A su vez, se ha visto que la proteina deglicasa 1 (DJ-
1, codificada por el gen PARK7, cuyas mutaciones derivan en EP genética) protege frente al
desarrollo de la enfermedad ya que estabiliza NRF2 y evita su ubiquitinacion mediada por
KEAP1.2® Estas observaciones reflejan la relacion entre la via NRF2 y la EP, y parecen indicar
una induccidon de NRF2 dependiente de la enfermedad en un intento de reducir el estatus
pro-oxidativo que se produce en esta.®

Por otra parte, estudios recientes sugieren que una variabilidad genética en los genes
gue codifican NRF2 puede estar relacionada con una mayor susceptibilidad para desarrollar
la EP, afectando a su edad de aparicién.®En este sentido, también se ha observado que la
induccion NRF2 protege frente a la toxicidad derivada de mutaciones en los genes SNCA y
LRRK2.2°

Microglia y astrocitos juegan un papel fundamental en la regulacion del dafio oxidativo
de las neuronas y también en los mecanismos de neuroproteccion mediados por NRF2.20 28
Empleando ratones transgénicos con un gen reportador de fosfatasa alcalina bajo el control
de las secuencias ARE se ha evidenciado que los astrocitos son muy sensibles a la activacion
de NRF2, poniendo de manifiesto la relevancia de NRF2 en el efecto positivo de los mismos
al proporcionar precursores metabdlicos y GSH a neuronas dafiadas.?’ En un modelo de
raton de la EP basado en la intoxicacion con la neurotoxina 1-metil-6-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina (MPTP) se ha observado que NRF2 regula la activacion de la microglia
reduciendo la produccion de diversos marcadores pro-inflamatorios (IL-6, TNF o COX2:
ciclooxigenasa 2) y aumentando los niveles de distintos marcadores antinflamatorios.?°

Por tanto, NRF2 se postula como una prometedora diana para el desarrollo de nuevas
terapias.

4.2 NRF2 como estrategia terapéutica para la enfermedad del Parkinson.

Existen numerosas lineas de investigacion basadas en la activacion de la via NRF2. Por un
lado, los inductores covalentes, compuestos capaces de reaccionar con algunos residuos de
cisteina presentes en KEAP1 son una de las estrategias mas estudiadas. Por otra parte, los
inductores no covalentes han ganado un notable interés dando lugar a los inhibidores de la
interaccion proteina-proteina KEAP1-NRF2. En la figura 7 se recogen algunos de los
principales inductores de NRF2 que seran comentados en esta revisién.
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Figura 7. Principales inductores de NRF2.

a) Inductores covalentes

Los inductores covalentes son compuestos electréfilos, que producen la activacion de la
via NRF2.1* Ejercen su accion de manera indirecta, reaccionando covalentemente con los
grupos tiol de las cisteinas Cys151, Cys226, Cys273, Cys288 o Cys613, entre otras, presentes
en KEAP1.1415

Esteres del dcido fumdrico:

El principal representante de este grupo es el dimetilfumarato (DMF) (ver Figura 7),
comercializado como Tecdifera y Fumaderm, cuyo uso esta aprobado para el tratamiento de
la esclerosis multiple y la psoriasis, respectivamente.?’ Se trata de un dimetil éster o,
insaturado, que es rapidamente metabolizado y transformado en monometilfumarato
(MMF) (ver Figura 7). Este metabolito capaz de atravesar la BHE vy reaccionar
covalentemente con la Cys151 de KEAP1 disminuyendo la degradacion de NRF2 KEAP1-
dependiente.*'* De esta forma se produce la acumulacién nuclear de NRF2 con la
consecuente expresiéon de genes que codifican las distintas enzimas antioxidantes y
antiinflamatorias.?°

La eficacia de los esteres de acido fumadrico, y mds concretamente del DMF, para el
tratamiento de la EP ha sido evaluada en diferentes modelos in vitro e in vivo. Estos modelos
se describen a continuacion para facilitar la compresion de los siguientes apartados, en los
gue se evalua el papel protector de los inductores de NRF2 en cada uno de ellos. Algunos de
los mas importantes se basan en el empleo de neurotoxinas como 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) y MPTP.* 2 Tanto 6-OHDA como el metabolito generado a partir de MPTP por la
accion de la enzima MAO-B (MPP+: I-methyl-4-phenylpyridinium) son capaces de dafar de
manera selectiva las neuronas dopaminérgicas, ya que son introducidos en la célula
mediante el transportador de dopamina. A nivel intracelular, inhiben el complejo | de Ia
cadena mitocondrial (6-OHDA también es capaz de inhibir el complejo V) dando lugar a

-14 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

elevados niveles de estrés oxidativo por la produccion exacerbada de ROS como el peréxido
de hidrogeno y radicales hidroxilos y superdxido. En conjunto, el empleo de estos téxicos es
capaz de recrear los dafios fisiopatoldgicos presentes en la EP y constituyen herramientas
utiles para el estudio de compuestos con potencial terapéutico para la enfermedad.*3°Otra
alternativa puede ser la evocacién de la a-sinucleinopatia mediante el uso de un vector
virico (rAAV-6LAFA-SYN) capaz de introducir de manera exégena a-sinucleina para su
sobreexpresién en determinada zonas del cerebro. Estos modelos son capaces de reproducir
los agregados de a-sinucleina, la perdida selectiva de neuronas dopaminérgica y fendmenos
de astrogliosis y microgliosis observados en la EP.3!

Cada uno de los estudios descritos a continuacién sigue distintas pautas posoldgicas,
pero refleja resultados similares en cuanto a la activacion de NRF2 y expresidon de las
distintas enzimas antioxidantes, asi como en la modulacién de la actividad microglial y
astrocitica. Tras la administracidon de DMF, en un modelo de MPTP en ratones, aumentaron
los niveles de NRF2 en el cerebro entre el 90-134 % de manera dosis dependiente.* De igual
forma, también se observé un aumento de las enzimas antioxidantes reguladas por NRF2
como HMOX-1, NQO1 o SOD (superdxido dismutasa).* A su vez, el tratamiento con DMF
aumento el ratio GSH/GSSG (glutation reducido/oxidado) evidenciando un aumento de la
proporcidon de glutatién reducido.* Estos resultados reflejan una potenciaciéon de la
respuesta antioxidante ejercida por DMF gracias al efecto inductor de NRF2. Ademas, el
tratamiento con DMF, también, demostré eficacia en el control de la microglia y astrocitos
siendo capaz de reducir la gliosis observada en el grupo MPTP sin tratamiento, entorno al
80%, via NRF2.% En esta linea, se observé una disminucion de los niveles de NF-kB, IL-1B y
COX2 de manera dosis dependiente, manteniendo la actividad de 1kB-a (inhibidor de NF-Kb)
y evitando su degradacion, lo que evidencia la capacidad antiinflamatoria de DMF.#

Ademas, en un modelo murino de a-sinucleinopatia el tratamiento con DMF dio lugar a
una elevacion de los niveles de NRF2 en la corteza cerebral y cuerpo estriado, aumentando
de manera dosis dependiente la expresidon de los genes, NQO1 y HMOX1, entorno al doble,
en dichas dreas.?! El cuerpo estriado es la principal estructura de los ganglios basales y una
de las primeras afectadas por la enfermedad. Las neuronas dopaminérgicas de la substantia
nigra pars compacta proyectan sus axones para hacer sinapsis en el cuerpo estriado siendo
parte importante de la via nigroestriada de la dopamina.? Este aumento en los niveles de
NRF2 y genes relacionados se tradujo en una disminucion de la microgliosis y astrocitosis,
ademads de una potente neuroprotecciéon evidenciada por la reducciéon en la muerte de
neuronas dopaminérgicas. El tratamiento con DMF previno el desarrollo de disfunciones
motoras como el aumento de la tensién contralateral del cuerpo en los ratones. Mediante el
empleo de ratones knockout para NRF2, se demostré que los efectos neuroprotectores eran
mediados por NRF2.3!

Pese a los resultados prometedores, el DMF, presenta algunos problemas por sus efectos
adversos, presumiblemente debido a su naturaleza electrofilica. Entre ellos se encuentran el
dolor abdominal, diarrea o nauseas?® si bien su principal efecto adverso es la leucopenia, una
disminucién acusada de los niveles de leucocitos al inicio de su tratamiento.* También se
han descrito otros efectos adversos a dosis elevadas (> 30 mg/kg) como son ataxia, disnea,
cianosis o dolores abdominales en pacientes con esclerosis multiple.*

Actualmente, varios derivados de MMF estan siendo objeto de estudio con el fin de
mejorar su biodisponibilidad y reducir efectos adversos. A modo de ejemplo, el diroximel
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fumarato, un profarmaco de MMF con menor nuimero de efectos adversos
gastrointestinales, y que ha mostrado una mayor eficacia que el DMF se encuentra en fase Il
para el tratamiento de la esclerosis multiple.14 20

Sulforafano (SFN):

El SFN (ver Figura 7) es un compuesto de origen natural perteneciente al grupo de los
isotiocionatos presente en el brdcoli y en verduras de la familia de las cruciferas®? Debido a
la presencia de un grupo isotiocianato con notable caracter electréfilo, este compuesto es
capaz de inducir NRF2 al reaccionar con los residuos de cisteinas de KEAP1. Ademas el SFN
es capaz de atravesar la BHE'* lo que le convierte en un candidato interesante para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la EP. De hecho, numerosos
modelos preclinicos han demostrado la eficacia de este compuesto para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

En células PC12 (células procedentes de feocromocitoma de rata que muestran
caracteristicas de células neurosecretoras y neuronas dopaminérgicas) sometidas al estimulo
toxico MPTP se observd como el pretratamiento con SFN fue capaz de revertir la
citotoxicidad e incrementar los niveles de enzimas antioxidantes (HMOX-1 y NQO1).*3
Ademads, SFN ha mostrado capacidad neuroprotectora en modelos in vivo en ratones, frente
a la toxicidad inducida por la administracion oral crénica de rotenona. Rotenona es
insecticida capaz de inhibir el complejo | la cadena de transporte de electrones produciendo
gran cantidad de ROS disminuyendo los niveles de GSH. El tratamiento con rotenona es
capaz de reproducir gran parte de las caracteristicas propias de la EP, como una
degeneracion selectiva y progresiva de neuronas dopaminérgicas en la vig nigroestriada,
dafio oxidativo, alteraciones del comportamiento y la formacion de acumulos de a-
sinucleina. La co-administracion de SFN previno los efectos prooxidativos mediante la
activacion de la via NRF2 revirtiendo a su vez los déficits motores observados en los ratones
y la neurodegeneracion dopaminérgica. En este sentido, se observd que la exposicion al
téxico durante 60 dias daba lugar a una reduccién en los niveles de NRF2 y proteinas
dependientes tales como HMOX-1 y NQO1 en la corteza cerebral y el cuerpo estriado de los
animales, lo cual era revertido mediante la co-administracién con SFN.3*

Sin embargo, teniendo en cuenta la inestabilidad a temperatura ambiente del SFN y la
necesidad de un control exacto de la dosis, se estan desarrollando nuevas alternativas. Entre
ellas cabe destacar el complemento alimenticio encapsulado Avmacol obtenido a partir de
brotes y semillas de brdcoli. Posee glucorafanina, precursor del sulforafano, y enzima
mirosinasa activa que ayuda a inducir la produccién de SFN en el cuerpo con el objetivo de
promover una mayor biodisponibilidad.3> Este suplemento se encuentra en distintos ensayos
clinicos frente a distintas enfermedades neuroldgicas como el autismo o la esquizofrenia.?°

Derivados de Vinil sulfonas:

Se trata de un grupo terapéutico de compuestos basados en chalconas con una
conversion cetona-sulfona.?® Uno de los compuestos mas estudiados de este grupo y que
mejores resultados ha obtenido es un derivado de vinil sulfona clorado y o-metilado
(nombrado como VSC2, ver Figura 7).

En células CATH.a una linea celular neuronal catecolaminérgica de ratén se observé un
aumento de los niveles de NRF2 tras la administracion de VSC2, asi como de los niveles de
las enzimas antioxidantes HMOX-1, NQO1 y GCL.3® A su vez, el compuesto fue capaz de
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proteger y revertir la toxicidad observada en neuronas dopaminérgicas de la susbtantia
nigra y en los terminales de las mismas que proyectan al cuerpo estriado en un modelo in
vivo de MPTP. Ademads, el tratamiento mejoré el movimiento en los ensayos motores
llevados a cabo en ratones tratados con el compuesto respecto a los tratados Unicamente
con el MPTP. En conjunto, VSC2 fue capaz de prevenir eficazmente los déficits motores
asociados con la EP en este modelo.3®

En otro estudio en ratones tratados también con MPTP se comprobd si el compuesto
VSC2 era capaz de prevenir la neuroinflamacion in vivo. Para ello se empled un marcador de
microglia (lba-1: Jjonized calcium-binding adapter molecule 1), observandose niveles
disminuidos del mismo en ratones tratados con VSC2 respecto a los no tratados. El
tratamiento con VSC2 también redujo los niveles de enzimas proinflamatorias (iNOS, COX-2)
asi como de la citoquina proinflamatoria IL-1B. Consecuentemente, las neuronas
dopaminérgicas adyacentes y potencialmente vulnerables a los mediadores inflamatorios
liberados por la microglia aumentaron su viabilidad. Para comprobar la implicacién de la via
NRF2, se midieron los niveles de esta proteina, observandose un aumento significativo en los
ratones tratados con VSC2. Ese aumento también se observé en el caso de las enzimas
antioxidantes dependientes de NRF2 (HMOX-1, NQO1 y GCL).%’

TPNA10168:

A partir de un cribado in vitro de 4776 compuestos, el compuesto TPNA10168 (ver Figura
7) mostrd las mejores propiedades como inductor de NRF2.38 En células PC12, indujo la
activacion de la via NRF2 observandose un incremento de las enzimas GCL, HMOX-1 y NQO1
de forma dosis dependiente y produjo menores efectos adversos que el SFN. Experimentos
adicionales determinaron el efecto de TPNA10168 en cultivos primarios de mesencéfalo.
Estos cultivos contenian principalmente neuronas, incluidas neuronas dopaminérgicas,
aungue también contenian astrocitos y microglia. Tras demostrar la regulaciéon positiva de
HMOX-1 en estos cultivos, fueron sometidos al toxico 6-OHDA para evaluar las propiedades
neuroprotectoras del compuesto. El co-tratamiento con TPNA10168 fue capaz de reducir en
gran medida la muerte de las neuronas dopaminérgicas de manera dosis dependiente.38

b) Inductores no covalentes

Recientemente, y dados los potenciales problemas de seguridad de los inductores
covalentes, se han hecho grandes esfuerzos en la investigacion y desarrollo de nuevos tipos
de activadores de NRF2. Este es el caso de los inhibidores de la interaccidn proteina-proteina
KEAP1-NRF2, que son capaces de inducir de manera directa y mas selectiva esta via,
evitando la interacciéon con residuos de cisteina presentes en otras proteinas del
organismo.'® Si bien es un grupo de compuestos novedosos y, hasta la fecha, no hay
estudios concretos dirigidos a la EP, conviene hacer una referencia a ellos por su creciente
interés.

En cuanto a su mecanismo de actuacién, estos compuestos son capaces de establecer
interacciones potentes con el dominio Kelch de KEAP13° lo que interfiere directamente con
la interaccion con NRF2, facilitando su translocacion al nicleo y la activacidn de la respuesta
antioxidante.'® Debido a su mayor selectividad y especificidad, se les atribuye un menor
riesgo “off-target” y reacciones adversas en comparacién con los inductores covalentes.*
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Uno de los primeros compuestos descrito como inhibidor de la interaccion KEAP1-NRF2
fue el compuesto LH601A (ver Figura 7).*! Este compuesto mostré capacidad para inhibir la
interaccion KEAP1-NRF2 con un valor de ICso (parametro que indica la concentracién
necesaria de un compuesto capaz de inhibir el 50 % de un proceso bioldgico) de 3 uM.
Ademads, LH601A presenta una Kq de 1,75 uM en el ensayo de competicion medido mediante
resonancia de plasmon en superficie (SPR) de competicidn.® LH601A fue capaz de inducir la
activacion de NRF2 y su translocacién al ntcleo evaluado en ensayos celulares.

Otro uno de los compuestos mas estudiados y con mayor actividad para inhibir la
interaccion KEAP1-NRF2 es el compuesto CPUY192018 (ver Figura 7).*? Este compuesto es
capaz de inhibir la interaccién proteina-proteina KEAP1-NRF2 con una ICspigual a 14,4 nM y
una Kq igual a 39,8 nM en el ensayo de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC).#% 43 A su
vez, mediante un ensayo reportero de luciferasa, se comprobé la capacidad de induccion de
NRF2 de este compuesto en células HepG2-ARE-C8 asi como el incremento en la expresiéon
de genes ARE dependientes. La efectividad del compuesto CPUY192018 se ha evaluado en
diferentes modelos de enfermedades tanto in vitro como in vivo como son la colitis ulcerosa
crénica®, inflamacién renal crénica ** y la isquemia retiniana.*® En este Ultimo estudio se
observa neuroproteccién en la retina tras una lesidn por isquemia-reperfusion en ratas,
tanto por administracidon sistémica como tépica del compuesto CPUY192018 lo que
demuestra el potencial terapéutico de este compuesto.** En resumen, estos estudios
muestran el perfil multidiana y el gran interés que suscitan los activadores no covalentes de
NRF2.

5 CONCLUSIONES

La EP es una enfermedad neurodegenerativa asociada al envejecimiento, muy presente
en nuestra sociedad y que acarrea un gran deterioro de la calidad de vida del paciente y un
enorme impacto econdmico. Muchos de los mecanismos patoldgicos subyacentes a la
enfermedad son aun desconocidos ya que se trata de una enfermedad compleja y
multifactorial, lo cual, sumado a la existencia de tratamientos Unicamente sintomaticos hace
necesario el desarrollo de nuevas alterativas terapéuticas.

Los acumulos de a-sinucleina que forman los cuerpos de Lewy y la muerte selectiva de
neuronas dopaminérgicas en la susbtantia nigra pars compacta constituyen las evidencias
patoldgicas mds caracteristicas de la EP. Estas tiene lugar junto con otros procesos
fisiopatoldgicos relacionados como son una alteracion de la cadena de transporte
mitocondrial, un aumento del estrés oxidativo y produccién de niveles elevados de ROS, una
sobreactivacién glial y una alteracién en la autofagia que desembocan, en ultima instancia,
en la neurodegeneracidon tipica de la enfermedad. En este contexto, el factor de
transcripcion NRF2, el regulador maestro de genes antioxidantes y antiinflamatorios en la
célula, se muestra como una diana prometedora para el tratamiento de la EP.

Se ha demostrado en numerosos modelos de la EP que la activacion de NRF2 protege
frente al estrés oxidativo mediante la activacion de distintas enzimas antioxidantes (NQO1,
HMOX-1, GCL, etc.), la modulacién de la liberacién de diferentes mediadores inflamatorios y
el control de los fendmenos de gliosis, entre otras actividades. Como consecuencia, el uso de
compuestos inductores de la via NRF2 se postula como una nueva estrategia para el
tratamiento de la EP.
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