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1. Resumen

La a-sinucleina es una proteina con una estructura claramente definida, gracias a la cual
puede presentar diversas funciones fisioldgicas. La capacidad que posee para adoptar distintas
conformaciones la convierte en potencialmente toxica y por tanto le aporta la posibilidad de
desencadenar una serie de patologias, las cuales son conocidas en la actualidad como
sinucleinopatias. En ellas las proteinas aparecen agregadas o “mal plegadas™, teniendo
consecuencias muy perjudiciales sobre la salud. Las sinucleinopatias no son las Unicas
alteraciones proteicas consideradas como patologicas en la actualidad, son varias las proteinas
en estudio las cuales dejan vislumbrar una posible conexion y solapamiento entre sus
mecanismos Yy consecuencias, desencadenando enfermedades tan notables como las

enfermedades de Parkinson y Alzheimer.

Los mecanismos de toxicidad que desarrollan, las conformaciones que adoptan y los posibles
objetivos terapéuticos que se deben perseguir para prevenir las proteinopatias se encuentran
en investigacion activa y no hay una linea cerrada de trabajo, se plantea abierto un amplio
abanico de posibilidades del cual se deberan esclarecer todas las incognitas para lograr el
desarrollo definitivo de farmacos eficaces que frenen las patologias.



2. Objetivos

Conocer con detalles la estructura, funcion, mecanismos y aplicaciones de la proteina alfa-
sinucleina, a la vez que obtener informacion sobre los continuos avances y descubrimientos
que se estan efectuando en el campo de la investigacion para lograr conocer una posible
solucion terapéutica que frene el grave problema de toxicidad que supone el plegamiento de
esta proteina.

Con todo ello se va a tratar de dar una vision clara y ordenada de los distintos enfoques que se
pueden dar de su mecanismo de toxicidad y la aplicacion de estos conocimientos al

descubrimiento de farmacos.
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3. Metodologia
Para llevar a cabo este trabajo de investigacion bibliografica se han utilizado buscadores tales
como PubMed, Google Académico, Scifinder o Web of Science. También se han empleado
para la elaboracion del trabajo una serie de articulos cientificos de fiabilidad confirmada.

Palabras clave: a-sinucleina, sinucleinopatias, proteinopatias, enfermedad de Parkinson,

toxicidad, terapeutica, mecanimos.

4. Resultados y Discusion
4.1 La alfa-sinucleina es una proteina de 140 aminoacidos, con tres regiones claramente
diferenciadas. Presenta un extremo carboxilo terminal (aa 96-140), el cual estd cargado
negativamente; un extremo amino terminal (aa 1-60), cargado positivamente, y entre ambos,
se encuentra el segmento hidrofébico central, concretamente entre los residuos 61 y 95, al

cual también se le conoce con el nombre de componente no-amiloideo 0 NAC vy es el

segmento fundamental de la molécula
que participa en la formacién de los

futuros agregados toxicos.
NH2
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Imagen 1: Estructura de la proteina a-sinucleina
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Los cambios estructurales observados en la alfa-sinucleina dependen de las tirosinas (Y) que
posee la molécula. La sinucleina presenta cuatro residuos de tirosina: Y39, el cual esta
préximo al extremo amino y parece ser el residuo esencial en la formacion de las fibrillas de
proteina, pero no participa en la formacion de los agregados covalentes; Y125, Y133 e Y136,
cercanos al extremo carboxilo y responsables de la agregacion final en forma de cuerpos de
Lewy.

En el extremo amino se encuentra la secuencia de repeticion KTKEGV, lo que indica que es
una proteina de union a lipidos, debido a esta secuencia “de fijacion lipidica”.

La alfa-sinucleina se localiza principalmente en los terminales presinépticos de las neuronas,
aunque también se puede encontrar en diversos fluidos, tales como: liquido cefalorraquideo,
sangre o espacio extracelular neuronal. Esto demostraria la capacidad que tiene la proteina de
transportarse de neurona a neurona y el hecho de que pueda ser segregada por las neuronas al
medio extracelular. Este fendmeno la relaciona con la progresion de enfermedades
neurodegenerativas, como la de Parkinson.!

4.2 Las funciones fisioldgicas de la a-sinucleina como proteina implican su participacién en

el almacenamiento, compartimentacion y reciclaje de neurotransmisores (en concreto de la
dopamina); también interviene en la regulacién de determinadas enzimas y en el aumento del
nimero de moléculas transportadoras de dopamina. Se ha propuesto el reciclaje de las
vesiculas sinapticas, a través de fosfolipasa D2, como la principal funcion de la a-sinucleina;
la capacidad de reciclado de vesiculas sinapticas en las terminales nerviosas es una
caracteristica propia de la sinapsis del sistema nervioso, ya que por su reducido nimero deben
reutilizarse durante el periodo de inicio de la actividad neuronal.

Estudios recientes demuestran también que la a-sinucleina se comporta como chaperona
molecular, ya que media el plegamiento y desplegamiento de proteinas sinapticas llamadas
SNARE (receptores de proteina de fijacion soluble de NSF), las cuales son fundamentales
para la liberacion de neurotransmisores, el reciclado de las vesiculas anteriormente
mencionado Yy la integridad de la sinapsis. Se vincula también con funciones antioxidantes de
fosfolipidos de membrana, que se perderian en caso de acumularse la a-sinucleina en forma
fibrilar, alterando a su vez la degradacion de otras proteinas por el sistema proteosomal.?

4.3 Como proteina puede presentar diversas conformaciones, las cuales han sido clasificadas

en nativas y potencialmente toxicas. Las conformaciones nativas son los monomeros y
tetrameros; en un primer momento se penso que la a-sinucleina nativa se encontraba en forma
de mondmero, pero estudios mas recientes han revelado que en realidad se presenta en forma

oligomérica, la cual ayuda a proteger a su componente B no-amiloide, es decir, la region
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NAC. Las mutaciones de a-sinucleina que incluyen A53T y E46K provocan una
desestructuracion de la forma tetramérica y aumentan el porcentaje de conformacion
monomérica. No se puede afirmar con seguridad que una determinada conformacion sea la
responsable de desencadenar la toxicidad, ni siquiera entre las conformaciones nativas, y por
tanto esta dependera de la localizacion celular de la proteina y de sus interacciones con la
membrana.

En cuanto a las conformaciones toxicas, se suele admitir que son los oligémeros
(conformaciones solubles) y fibrillas (conformaciones insolubles en forma de lamina J,
altamente ordenadas). Son varios los factores que potencian la aparicion de esta estructura de
oligbmero: 4acidos grasos poliinsaturados (mientras que los saturados disminuyen la
proporcion), ambientes levemente acidos (endosomas y lisosomas), una baja cantidad de
lipidos cargados negativamente y vesiculas lipidicas. Posteriormente son estos mismos
oligbmeros los que sufriran cambios conformacionales y se convertirdn en oligdmeros mas
estables y compactos, paso previo antes de adoptar la conformacién de fibrillas y causar asi
un mayor estrés oxidativo. Determinar cual de las dos conformaciones tdxicas resulta mas
dafina en cuanto a pérdida de células dopaminérgicas, deterioro sinaptico y causante de dafio
motor en la enfermedad, resulta imposible en la actualidad, por lo que continuar con estudios
que determinen mas a fondo el papel de las diferentes conformaciones de a-sinucleina sera

esencial para la comprension total de la toxicidad de la proteina y progresion de las

enfermedades.
Monomer Tetramer Oligomer Fibrils
°o°— &~ M=
| | | | Imagen 2: conformaciones de la a-sinucleina
Native? Toxic? g :

Algunos de los estudios mas recientes han permitido la identificacion de diferentes cepas de
a-sinucleina, las cuales presentan distintas conformaciones y por lo tanto, propiedades
diferentes en cuanto a la estructura y toxicidad. Estas cepas diferenciales pueden surgir de
manera natural o como resultado de preparaciones experimentales para la formacion de
estructuras de a-sinucleina de mayor nivel, como pueden ser las fibrillas y/o oligdmeros. Las
diferencias encontradas entre cepas de o-sinucleina estan presentes entre las diferentes
especies, también entre las diferentes sinucleinopatias y contribuyen a la variabilidad del

paciente, en factores como la tasa de progresion de la patologia o el comienzo de la misma.t
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4.4 La sinucleina es a su vez el componente principal de los cuerpos de Lewy (LB), en forma

de filamentos que tienen una longitud comprendida entre 200 y 600 nm de largo y de 5 a 10
nm de diametro. Los cuerpos de Lewy son inclusiones eosindfilas que se encuentran entre las
células de la sustancia negra de neuronas dopaminérgicas; en un primer momento se
consideraron marcadores patoldgicos de la enfermedad del Parkinson, pero més adelante se
observé su presencia también en otras enfermedades neurodegenerativas, como son la
enfermedad de Alzheimer y la demencia con cuerpos de Lewy (DCL), de las que se hablara
mas adelante. Ademas de sinucleina, los cuerpos de Lewy estan formados por otras proteinas
como son la ubiquitina y la parkina, las proteinas de choque térmico, las subunidades del
proteosoma y neurofilamentos. Se debe tener en cuenta que los cuerpos de Lewy pueden
representar a su vez una respuesta defensiva del organismo, la cual tenga por objetivo el evitar

la citotoxicidad inherente de las proteinas que en ellos se acumulan.®

En condiciones normales, de no patologia, la a-sinucleina se encuentra en su conformacion
nativa no plegada, pero a medida que se incrementa su concentracién se favorece la formacion
de estructuras mas compactas, como son los oligobmeros, en forma de placas f, llamadas

protofibrillas; estas fibras al sedimentar forman fibras amiloides dentro de los cuerpos de

Lewy. La formacion de cuerpos de Lewy
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Imagen 3: mecanismo de formacion de los cuerpos de Lewy

Las etapas que sigue la a-sinucleina para la formacion de los cuerpos de Lewy son las
siguientes:

1. Aparicion de mondémeros de a-syn en disposicion B-helicoidal o protofibrillas

2. Formacion de oligémeros de protofibrillas

3. Formacion de fibrillas amiloides

4. Agregacion de las fibrillas en forma de LB®
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Son tres los genes que estan implicado en la formacion de los cuerpos de Lewy y que a su vez
se asocian con el desarrollo de la enfermedad del Parkinson: PARK1, PARK2 y PARKS.
Estos genes se encargan de codificar la a-sinucleina, entre otras proteinas, y en la actualidad
aun se desconoce cOmMo se asocian estos genes al estrés oxidativo y coOmo sus mutaciones
influyen con exactitud en el desarrollo de los cuerpos de Lewy. En este sentido hay
investigaciones que muestran que las mutaciones Ala53Thr y Ala30Pro en el gen PARK1
aumentan la tendencia de la a-sinucleina para formar protofibrillas dentro de los cuerpos de
Lewy, de manera que generan citotoxicidad haciendo que los cuerpos de Lewy se conviertan
en estructuras dafiinas para las neuronas. El aumento en la concentracién de a-sinucleina
incrementa la capacidad de formar fibrillas, lo que provoca un colapso de las proteinas, las
cuales van a ver alteradas sus funciones y favorecida su toxicidad; estas fibrillas de sinucleina
alteran la integridad de la membrana de las vesiculas sinapticas formando poros, hecho que se
ve favorecido por las mutaciones del gen PARK1 ya mencionadas y por el estrés oxidativo, y
sera a traves de esos poros preformados por los que se produzca la salida de la dopamina al

citoplasma, con la consiguiente toxicidad caracteristica de la enfermedad de Parkinson.?

4.5 La etiologia de estas enfermedades no es todavia conocida con exactitud. La acumulacion
de a-sinucleina mal plegada ocupa la hipétesis central en el desarrollo de la patogénesis del

Parkinson, y también en cierta medida, de otras sinucleinopatias relacionadas como son la

demencia con cuerpos de Lewy (DCL) y la atrofia multisistémica (MSA). Estas tres
enfermedades degenerativas se engloban con el nombre de sinucleinopatias y se desencadenan
tras el depdsito anormal de la proteina a-sinucleina en el citoplasma de neuronas o de células
gliales. Se procede a dar una vision resumida de las tres patologias:

*  Demencia por Cuerpos de Lewy (DCL): enfermedad neurodegenerativa que supone el
10-25% de todas las demencias de la poblacién general y es la segunda causa de
demencia degenerativa, en el anciano, tras la enfermedad del Alzheimer. Se
caracteriza clinicamente por deterioro cognitivo, rasgos de demencia frontal,
fluctuaciones, parkinsonismo y alucinaciones visuales. Su confirmacion diagnostica se
realiza por anatomia patoldgica postmorten, con la presencia de abundantes cuerpos de
Lewy en las neuronas de la corteza fundamentalmente y otras zonas cerebrales. La
causa que desencadena esta enfermedad es desconocida, hay hipdtesis que sefialan a
factores ambientales y genéticos. El tratamiento es complicado y en la actualidad sélo

hay posibilidad de un tratamiento sintomatico.®
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*  Atrofia Multisistémica (MSA): trastorno neurodegenerativo esporadico de etiologia no
precisada, caracterizado por parkinsonismo, transtornos cerebelosos, disfuncion
autondémica y piramidalismo; los hallazgos patolégicos comprenden pérdida celular y
presencia de inclusiones intracitoplasmaticas oligodendrogliales y neuronales,
ubiquitina, tau y a-sinucleina positivas. La prevalencia es mucho menor (4/100000) y
afecta tanto a hombres como mujeres, teniendo su comienzo en la sexta década de vida
como promedio.’

* Enfermedad de Parkinson (EP): enfermedad neurodegenerativa progresiva que afecta
al 1% de la poblacion mayor de 60 afios y en la que la edad es un factor de riesgo
importante; es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente, después de la
de Alzheimer. En ella se ve especialmente afectado el sistema nigroestriatal
dopaminérgico, con la consiguiente pérdida de control del sistema motor (temblor en
reposo, lentitud para iniciar movimientos y rigidez muscular); a medida que la
enfermedad progresa se encuentran limitaciones en todos los aspectos fisicos del
paciente. La degeneracion se sufre fundamentalmente en la sutancia negra, siendo a su
vez carateristica la presencia de cuerpos de Lewy en los nucleos del encéfalo; todo
esto se traduce en una importante disminucion del contenido de dopamina en el nicleo
del estriado, siendo esta pérdida la principal responsable de la aparicién de los
primeros sintomas motores de la enfermedad y también de algunos no motores.®°
Su origen es desconocido, exceptuando algunos casos en los que se tienen indicios de
que han sido inducidos por traumatismo, drogodependencias y medicamentos, y
también ciertos factores genéticos. Es una patologia crénica, que en la actualidad no
tiene curacion, a pesar de que si hay un tratamiento farmacologico implantado; por
tanto, el objetivo del tratamiento hasta el momento es reducir la velocidad de
progresion de la enfermedad y poder controlar asi, de una mejor manera, los sintomas

y efectos secundarios derivados de los farmacos que se usan para combatirla.*

Hoy en dia, la fisiopatologia de estas tres enfermedades no se comprende en su totalidad;
mientras que en la enfermedad de Parkinson y en la demencia por cuerpos de Lewy los
depositos de a-sinucleina constituyen el principal componente de los cuerpos de Lewy y de
las neuritas distroficas (aquellas que se encuentran en expansion), y en menor propocién en
las células gliales, en la atrofia multisistémica la a-sinucleina se aglomera en inclusiones

citoplasmaticas de celulas oligodendrogliales y en las neuronas, y también en las neuritas
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distroficas del tronco del encéfalo. Es decir, que en la EP y DCL la a-sSinucleina tiene
predominantemente un dep6sito neuronal, mientras que en la AMS lo es glial.*°

Estas patologias son facilmente reconocibles y clasificables por sus transtornos motores de
tipo extrapiramidal pero, no solamente es esta la sintomatologia que los afecta, muchos de los
pacientes presentan también sintomas no motores, los cuales han ido ganando terreno como
parte fundamenal de su cuadro clinico, por su notable importancia y que para perjuicio de los
pacientes no son tan claros y sencillos de diagnosticar, incluyendo a su vez alteraciones
neuropsiquiatricas y neuropsicologicas. Estas alteraciones neuropsicolédgicas varian en cada
una de las sinucleinopatias y en ocasiones son estos sintomas lo que ponen de manifiesto la
enfermedad afios antes de que comiencen a manifestarse los transtornos motores. A su vez
sufren entre si un solapamiento, por lo que resulta importante definir cuéles son los aspectos
clinicos motores y cognitivos de estas enfermedades.

Respecto a la alteracion neuropsicolégica mas caracteristica, el trastorno visuoespacial, se ha
visto que es similar en procesos de EP con demencia y DCL. Las fluctuaciones en la atencion
se encuentran tanto en la DCL como en la EP con demencia, pero no en la EP sin demencia.
Un estudio global asegura que el mayor deterioro cognitivo es sufrido en pacientes con DCL.
La memoria semantica se ve afectada de una forma muy similar en las tres sinucleinopatias,
mientras que la memoria episodica no se ve especialmente afectada en ninguna de ellas. El
lenguaje afecta de manera bastante habitual en la DCL y EP, y dentro de la AMS en la
periférica, sin estar presente en la central. Las funciones ejecutivas y resolutivas son otras de
las caracteristicas que se ven afectadas en estos transtornos y se encuentran con especial

predominio en la DCL y EP, siendo menos notables en la AMS periférica.

4.6 Se puede también establecer una posible conexion entre las enfermedades de Parkinson

y Alzheimer, ya que ambas estan regidas por una acumulacion anormal de proteina: a-
sinucleina y tau, respectivamente, sugiriendo una posible coexistencia entre ambas
proteinopatias. Tau y a-sinucleina son proteinas parcialmente desplegadas que pueden formar
oligbmeros toxicos y agregados intracelulares anormales en condiciones patoldgicas y las
mutaciones en cualquiera de ellos son responsables de neurodegeneracion; ademas, pueden
promover mutuamente su fibrilacion y solubilidad tanto in vitro como in vivo. Esto sugiere
que las interacciones entre tau y a-sinucleina forman un bucle feed-forward perjudicial,
esencial para el desarrollo y la propagacion de la neurodegeneracién por mutacion de estas

proteinas. Se produce por tanto una considerable comorbilidad entre EP y AD, de forma que
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los pacientes con EP tienen un mayor riesgo de desarrollar demencia y en mas de la mitad de
los pacientes con AD se encuentran cuerpos de Lewy en la autopsia.

La principal diferencia entre ambas proteinas se basa en que mientras que o-sinucleina es
propensa a autoagregarse, la proteina tau no puede hacerlo por si misma y requiere la
presencia de un agente inductor, lo que plantea la posibilidad de que sea la a-sinucleina la
potencial iniciadora a través de su region hidrofobica NAC. El efecto de tau sobre a-
sinucleina es acelerar su polimerizacion, de manera que potencia su toxicidad y secrecion, a la
vez que cambia su patron de agregacion mediante la formacion de inclusiones mas
pequefias.t!

La superposicion y numerosas similitudes entre sinucleinopatias y tauopatias sugieren que las
estrategias terapéuticas que se dirigen a procesos comunes de agregacion tau y a-Sinucleina
podrian beneficiar a los pacientes en un espectro de trastornos neurodegenerativos, y pueden
ser particularmente relevantes para el tratamiento de sintomas secundarios tales como

deterioro cognitivo en la EP o parkinsonismo secundario en demencia.?

4.7 A largo plazo, todas las proteinas relativas a enfermedades neurodegenerativas producen

disfuncion sinaptica y muerte de células neuronales, lo que se conoce como “mecanismos de

toxicidad de proteinas mal plegadas”. Los mecanismos precisos que desencadenan la

toxicidad aun no estan esclarecidos, pero lo que si se puede asegurar es que difieren
dependiendo de la proteina involucrada en el proceso. Estos mecanismos de toxicidad pueden
ser del tipo ganancia de toxicidad o por el contrario, efecto negativo por pérdida de funcién.
Concretando un poco mas, se pueden encontrar varios tipos de efectos, como el hecho de que
los agregados de mayor volumen puedan secuestrar a otras proteinas citosélicas y generar la
toxicidad como consecuencia; también tienen capacidad para alterar la proteostasis; ademas
de la disfuncion sinéptica, otros cambios celulares debido a enfermedades neurodegeneraticas
pueden ser: anomalias en la sefializacion de calcio, disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo y
neuroinflamacion; todos ellos signos de estrés celular. Las consecuencias destructivas de la
neuroinflamacién provocada por las proteinas mal plegadas probablemente se exacerben por
el envejecimiento del sistema inmune.*®

A la hora de formar los agregados, la a-sinucleina se puede unir mediante enlaces covalentes

0 _no_covalentes. En los casos en los que forman enlace no covalentes hay una serie de

factores proagregantes, como lo son la presencia de dopamina y sus metabolitos y la
concentracion citosolica de a-sinucleina. Modificaciones estructurales de la a-sinucleina,

como son la fosforilacion y la ubiquitinacion, pueden también facilitar su agregacion; la

10
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sinucleina circulante se encuentra fosforilada per se, pero es la fosforilacién en el residuo Ser-
129 lo que promueve la agregacion. La ubiquitinacion, por su parte, interfiere en la
degradacion normal de las proteinas por los proteosomas neuronales.

En el mecanismo alternativo, agregacion covalente oxidativa de a-sinucleina, el estrés
oxidativo puede modificar la estructura de la proteina facilitando su agregacion. Por ejemplo
el estrés de tipo peroxidativo, que ocurre en el interior de la mitocondria neural y en la cadena
de citocromos, se debe al exceso de formacion de idn superdxido, que se convierte en H20»
por accion de la superoxido dismutasa (SOD). Otro tipo de estrés oxidativo que altera la
conformacion de la a-sinucleina en el nitrosativo; se sabe que los residuos de a-sinucleina se
pueden nitrosar de modo diferencial, dando lugar a diversos efectos; asi se puede encontrar
que la nitrosacion excesiva de residuos de tirosina 125 y 136 aumenten la agregacion de o-
sinucleina, mientras que la nitrosacion localizada en el residuo de tirosina Y39 reduce la
unién de la proteina a vesiculas, provocando un descenso en la tasa de degradacion de la
misma. La alteracion mitocondrial en si daria lugar a un circulo vicioso, de manera que se
produciria una excesiva generacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales ejercen un
efecto oxidativo que favorece la agregacion covalente de a-sinucleina y esto induce a su vez
un mayor dafio mitocondrial.

Volviendo al mecanismo de toxicidad global de la a-sinucleina, se podria decir que establece

un ciclo_destructivo en el que diferentes agentes provocan la cascada de eventos que

involucran el inadecuado plegamiento y la pérdida de funciones normales de la proteina.
Estos cambios producen un aumento de las especies reactivas de oxigeno (con sus
correspondientes efectos dafiinos), promueven la acumulacion de protofibrillas y la saturacién
del proteosoma. La alteracion de la estructura y funcion de la a-sinucleina y los cambios en la
homeostasis de la dopamina, ademas de las mutaciones o el polimorfismo de otras proteinas
que participen en la biogéneis de vesiculas, o en el reciclado y el efecto del envejecimiento de
las neuronas de la sustancia negra, el cual disminuye las funciones del proteosoma con la

consecuente atrofia neuronal, favorecen y exacerban este circulo vicioso destructivo.?
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La toxicidad de la a-sinucleina estd interconectada con su funcion fisioldgica, y tanto la
funcién fisiologica, como la patoldgica estan involucradas con los transmisores neuronales
sinapticos. Ademas, la toxicidad neuronal de la o-sinucleina involucra muchas vias y
funciones celulares; esto lleva a pensar que los oligdbmeros intermedios de sinucleina son las
especies toxicas por excelencia y la causa del proceso degenerativo, y no las fibrillas
maduras. Dicha toxicidad se debe a la capacidad de mutacion A30P (relacionada con la
enfermedad de Parkinson), la cual provoca una aceleracion en la oligomerizacion inicial de a-
sinucleina y retrasa la formacion de fibrillas maduras; ademas en algunos modelos animales
se observaron inclusiones de a-syn sin fibrillas, y en otros, inclusiones de a-syn con fibrillas
pero sin producir neurodegeneracion. También se observé una mayor pérdida de neuronas
dopaminérgicas en animales de experimentacion que presentaban mutaciones formadoras de
oligébmeros, que aquellos que presentaban mutaciones formadoras de fibrillas. Los resultados
de estos estudios ponen de manifiesto la falta de relacion entre la acumulacion de fibrillas de
a-sinucleina y la neurotoxicidad, por lo que es probable que sean los oligémeros solubles los

responsables del proceso.®

Existen ademas varios factores patolégicos que contribuyen a la toxicidad; en primer lugar
estan la disfuncién del sistema autofagico y del sistema ubiquitina-proteosoma, ya que son
estos mecanismos los encargados de eliminar la a-sinucleina toxica; en segundo lugar, como
ya se ha nombrado, tanto la nitrosacién, como la oxidacion, disminuyen la tendencia de la a-
sinucleina a establecer conformaciones estables, lo que contribuye a la propagacién, por
ejemplo, de la enfermedad de Parkinson. Ademas, el truncamiento de a-sinucleina,
fundamentalmente en el dominio C-terminal, se asocia con una mayor propension a formar

fibrillas.

Resulta de especial relevancia el mecanismo prionico, el cual favorece la diseminacion de la
proteina y se ve fomentado por la inflamacion cronica. La diseminacion de la a-sinucleina
sugiere que la toxicidad afecte tanto al sistema nervioso como a otros sistemas en todo el
cuerpo humano, lo que lleva a considerar la relaciéon entre la proteina en cuestion y los
sintomas no motores de la patologia de la enfermedad de Parkinson.

Normalmente, pequefias cantidades de agregados son eliminados por las vias de degradacion
de proteinas, sin embargo, cuando estos agregados se acumulan por encima de un
determinado umbral, adquieren la capacidad de propagarse por si mismos, contribuyendo de
este modo a la progresion de la patologia de Parkinson. Este mecanismo se conoce como la

“hipotesis tipo prion” y son varios los estudios realizados in vitro e in vivo los que apoyan que
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la a-sinucleina puede propagarse de una célula a otra y de una regién a otra, lo cual promueve
dramaticamente la patogénesis, ya que un experimento confirm6é que la a-sinucleina
transferida intracelularmente podria propagar sus patologia interactuando con la a-sinucleina
citoplasmatica.?

Queda ain por determinar si el mal plegamiento de a-sinucleina ocurre aleatoriamente, donde

y cuéndo se produce y de qué manera se inicia la autopropagacion.

4.8 Se pasara a abordar ahora la Ultima parte del trabajo, la a-sinucleina como objetivo

terapéutico en la enfermedad de Parkinson.

Hasta la fecha, el diagnostico definitivo de la enfermedad de Parkinson se basa en el
reconocimiento de caracteristicas clinicas encontradas en el examen de autopsia en estudios
post mortem; se define como una urgencia de primera necesidad el desarrollo de un
diagnostico temprano, ya que las exploraciones PET-CT (tomografia computarizada de
emision de positrones) o scaneres funcionales MRI (imé&genes de resonancia magnética) no
son lo suficientemente especificas para la enfermedad.

La a-sinucleina estd ampliamente distribuida, no solamente en el sistema nervioso central,
sino también en el sistema periférico, glandula submandibular, piel y glandula salival, por lo
que es una buena candidata como biomarcador de diagnostico, especialmente en la etapa
temprana de la enfermedad. Sin embargo, son ain varios lo problemas metodolédgicos que
deben resolverse: en primer lugar, aun no se ha identificado el sitio 6ptimo de depdsitos de a-
sinucleina en la piel, la evidencia actual sugiere que podria ocurrir en el tejido subcutaneo en
la region cervical; y en segundo lugar, tampoco esta clara la cantidad de biopsias necesarias
para obtener un resultado convincente. Son por tanto necesarios mas estudios para determinar
la sensibilidad y especificidad de la a-sinucleina como biomarcador de diagndstico
patoldgico. A su vez, si se encontrara una manera de identificar la estrecha relacion entre las
sinucleinas y la patologia del Parkinson se realizarian grandes progresos en el diagnostico
precoz y diferencial de la enfermedad.?

Son varias las vias seguidas para controlar la toxicidad producida por la a-sinucleina, teniendo
siempre presente que, el equilibrio correcto de las proteinas tiene un papel central en la
homeostasis celular del sistema nervioso. A continuacion se presentan los objetivos
terapéuticos para el control de la a-sinucleina en la neurodegeneracion; en los casos en los
gue se desconoce la patogeneicidad relativa de varias especies de proteinas mal plegadas, la

estrategia terapéutica ideal seria actuar en los primeros pasos de la ruta de sintesis proteica, de
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esa manera se conseguiria una mayor especificidad terapéutica y se eliminarian las ganancias

0 pérdidas toxicas de la funcion causadas por las formas plegadas incorrectamente o

agregadas de la proteina, al tiempo que se evitaria la propagacion anormal del plegamiento y

la agregacion.t
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Reducir la sintesis de a-sinucleina: son varios los estudios que han tenido como
objetivo disminuir su sintesis mediante el uso de siRNA (small interfering RNA) que
se dirige al ARNm de la proteina. En ratones, la infusion directa de siRNA disminuye
los niveles de a-sinucleina cortical e hipocampal durante una semana tras la infusién
y, tras la inyeccion de exosomas que contienen siRNA, se disminuye la agregacion de
proteinas en el SNC.4

Incremento de la degradacion de a-sinucleina: este mecanismo consiste en aumentar la
degradacion lisosomica y/o autofagica. De hecho, la degradacion de a-sinucleina esta
regulada por ubiquitin ligasas SIAH169 y NEDD4, por la fosforilacion de S129
Ilevada a cabo por polo-quinasa 2 (PLK2) y por la activacion de catepsinas de cisteina
lisosdmica. La inmunizacion pasiva de ratones que sobreexpresan a-sinucleina
mediante el uso de anticuerpos contra a-sinucleina también promueve su aclaramiento
lisosdmico o lo dirige a la microglia, lo que rescata la neurodegeneracion inducida por
a-sinucleina y los déficits conductuales.

Otro objetivo importante que ha surgido para la degradacion de la sinucleina es la p-
Glucocerebrosidasa (GCasa), ya que el aumento de los niveles de esta enzima
potencian la degradacion de la a-sinucleina en las neuronas humanas, ademas de
reducir la agregacion y la neurodegeneracién dopaminérgicas en varios modelos de
roedores con toxicidad por a-sinucleina. Recientemente se han encontrado dos
moduladores de GCasa no inhibidores (NCGC00188758 y NCGC607), que aumentan
la actividad de la GCasa y disminuyen también la acumulacion y toxicidad de a-
sinucleina en neuronas humanas.

Finalmente, la expresion aumentada de otras proteinas lisosémicas, incluyen LIMP2 y
ATP13A2, también promueve la degradacion de a-sinucleina en varios modelos, que
presentan objetivos adicionales para la aceleracion de la degradaciéon de -
sinucleina.}* 1>

Reducir la agregacion de o-sinucleina: dado que los oligébmeros y fibrillas de
sinucleina estan implicados en la toxicidad, se han iniciado varias estrategias para

mitigar su formacion.
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VI.

El tetrasulfonato de ftalocianina de porfirina se une y estabiliza la a-sinucleina
asociada a la vesicula, lo que retrasa su mal plegamiento y agregacion.

También la inmunizacién pasiva usando un anticuerpo selectivo de protofibrillas
disminuye las protofibrilas de a-sinucleina solubles que se encuentran unidas a la
membrana de la médula espinal, reduciendo asi la disfuncion motora (experimento
realizado en ratones que expresan la A30P de a-sinucleina asociada a PD184).14
Ademas, si la a-sinucleina nativa existente predominante presenta una conformacion
tetramérica, los compuestos que estabilizan la sinucleina en esta conformacién podrian
ser eficaces para combatir esta toxicidad.

Por altimo, son varios los ensayos clinicos que en la actualidad usan moléculas
pequefias para inhibir la agregacion de a-sinucleina, como pueden ser: fenilbutirato de
glicerol, nilotinib...®

Bloqueo de la propagacion de a-sinucleina, responsable de la expansion de su
toxicidad. Para combatirla se han llevado a cabo estudios de inmunizacion pasiva para
bloquear dicha diseminacion; los anticuerpos contra la a-sinucleina truncada en el
residuo C-terminal disminuyen su propagaciéon in vitro y recuperan la actividad
motora deteriorada y la memoria en un modelo de ratén; y los anticuerpos
monoclonales de a-sinucleina evitan la propagacion y captacion de la misma, a la vez
que reducen la pérdida de neuronas dopaminérgicas y los déficits motores en ratones
inyectados con a-sinucleina.*

Inmunizacion activa: maltiples estudios han usado la inmunizacon activa para atacar a
la proteina. En el primero, se vacunaron ratones transgénicos utilizando a-sinucleina
humana, lo cual consiguié eliminar agregados de esta proteina, fundamentalmente a
través de hidrdlisis lisosdmica. Estudios posteriores han tratado diferentes ratones
transgénicos con varios formas de antigeno de a-sinucleina humana obteniendo como
resultado reducciones similares en agregados, funciones motoras mejoradas y una
notable reducion en la pérdida memoria y degeneracion dopaminérgica.

Ensayos clinicos actuales implican inmunizacion activa con las vacunas PDO1A y
PD0O3A.M

Chaperonas dirigidas: las chaperonas son proteinas que estan involucradas en todos
los aspectos de la proteostasis, ofreciendo asi puntos de entrada terapéutica a cada
paso en el procesamiento de proteinas patdgenas. Hay mas de 200 chaperonas
diferentes y la expresion especifica de cada tipo celular de estas proteinas puede

ayudar a explicar por qué algunas proteinas mal plegadas son tdxicas en un tipo de
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célula y en otras no, a la vez que presenta oportunidades para desarrollar farmacos
dirigidos a chaperonas especificas de células neuronales o gliales; ciertas mutaciones
ya han sido relacionadas con enfermedades especificas y el efecto neuroprotector
también ha sido demostrado en un cierto numero de chaperonas. Sin embargo, el
conocimiento limitado que adn se tiene acerca de sus diversos mecanismos de accion
y el gran nimero de chaperonas existentes representa un desafio para el
descubrimiento de nuevos farmacos.™

VII.  Reequilibrar la red proteostatica: la capacidad de la maquinaria proteostatica de la
célula para contrarrestar los factores proteotoxicos se deteriora con la edad y se ve
comprometida por mutaciones y otras causas que conducen a la acumulacion de
proteinas mal plegadas; por lo tanto, otro enfoque potencial para el desarrollo de
terapias implicaria el reequilibrio a gran escala de la red proteostatica. Para ello se
estan desarrollando estrategias basadas en los inhibidores de mTOR y del factor de
choque térmico 1 (HSF1).%3

4.9 Resulta interesante el desarrollo de una serie de farmacos dirigidos, que seran los

futuros candidatos para la resolucion del problema de toxicidad.

Los ensayos clinicos previos para el control de la enfermedad de Parkinson se han centrado
principalmente en mejorar las vias celulares generales para retrasar la progresion de la
enfermedad, como la correcion de la disfuncién mitocondrial y el dafio oxidativo con la
coenzima Q10. Sin embargo, estos estudios no han tenido un éxito apreciable en ralentizar la
progresion de la enfermedad, posiblemente debido a la ausencia de vias moleculares
terapéuticas definidas, a la heterogeneidad dentro de las poblaciones de pacientes y a la falta
de biomarcadores relevantes, que sirvan para realizar lecturas claras y tempranas de la
eficacia del farmaco y del tratamiento impuesto.*

A su vez, el conocimiento de la toxicidad de la a-sinucleina en relacion con factores como las
diferentes cepas, propagacion e interaccion con otras proteinas (off y tau) también puede
influir en el desarrollo de futuros farmacos y el disefio de ensayos clinicos. De igual manera,
una mayor estratificacion de las poblaciones de pacientes, mediante biomarcadores bien
caracterizados, cribado genético y diagndsticos clinicos consistentes antes de la inclusion en
el ensayo también serdn importantes para producir una poblacion de pacientes mas
homogénea, compensando asi uno de los factores que dificultan el desarrollo de una terapia

adecuada que ponga fin a estas patologias.'*
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Uno de los objetivos moleculares bien definidos que se conoce es la activacion de GCasa,
cuya funcion, ya comentada, es la degradacion de a-sinucleina tanto in vitro como in vivo. Al
tratarse de una enzima con sustratos bien caracterizados, los farmacos dirigidos a ella pueden
examinarse tempranamente durante el ensayo clinico para determinar su eficacia mediante la

medida de los niveles de actividad de la enzima en plasma y liquido cerebroespinal, asi como

los niveles de a-sinucleina presente en estos fluidos a modo de lectura de la tasa de
degradacion y biomarcadores potenciales de la progresion de la enfermedad.**

Finalmente, ¢l papel de la neuroinflamacion en la toxicidad de la a-sinucleina esta recibiendo

1 contenida en el mismo.

una especial atencion y son muchos los estudios que examinan en la actualidad el efecto de la

manipulacion del sistema inmune para reducir la toxicidad de la proteina plegada

erroneamente. El tratamiento con candesartan cilexetil, un farmaco contra la hipertension,
inhibié la expresion de TLR2 (toll-like receptor 2) y redujo con ello la respuesta
proinflamatoria. Ademas, el tratamiento con farmacos potencialmente antiinflamatorios,
incluyendo hipoesoxido (modulador de NF-kB) o lenalidomida (inhibidor de la sefializacion
de NF-kB), redujo los defectos de la conducta motora y la microgliosis. También un
tratamiento inmunosupresor basado en el uso de FK506 o AZD1480 (inhibidores de la via

JAK-STAT) consiguié reducir la neurodegeneracién dopaminérgica. Por lo tanto, la
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inmunomodulacion podria ser un importante regulador de la toxicidad de a-sinucleina y un

objetivo terapéutico potencial, en combinacion con la direccion directa de a-sinucleina.’®

Nos encontramos también con un debate abierto, ya que en la actualidad aun no se sabe con
seguridad si las sustancias que se unen a la a-sinucleina son neuroprotectoras o neurotéxicas.
Los farmacos que se unen y foman una estructura en bucle entre los extremos N y C tienden a
ser neuroprotectores, y aquellos otros que dan lugar a una estructura mas compacta suelen ser

neurotdxicos.t’
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El extremo N-terminal y la region NAC se vuelven principalmente a-helicoidales sobre las
membranas de union, lo que sugiere que en la forma mayoritariamente desordenada de o-
sinucleina exista un interaccion significativa entre las regiones N y C terminales, la cual
previene la agregacion; por lo tanto, no resulta sorprendente que farmacos capaces de unirse a
los extremos N y C, potenciando esa interaccion e inhibiendo asi el mal plegamiento, son
neuroprotectores, como por ejemplo metformina (prescrita para diabetes), metilfenidato,

cafeina, nicotina y curcumina. Son varios los mecanismos neuroprotectores de la curcumina:
efecto inhibidor sobre la agregacion de a-sinucleina a través de la inhicion de la generacion de
estrés oxidativo, reposicion de los niveles de GSH y prevencion de la respuesta inflamatoria
asociada a la glia.'® El agente antimicrobiano escualamina también ejerce un importante papel
inhibidor sobre la agregacion inicial de a-sinucleina in vitro y la toxicidad in vivo de las
formas oligoméricas, mediante el desplazamiento de la proteina de las membranas de
fosfolipidos de vesiculas y neuronas; su carga neta positiva neutraliza la carga negativa de los
fosfolipidos aniodnicos, lo que provoca el desplazamiento de proteinas que estan asociadas con
la cara interna de la membrana citoplasmatica a través de interacciones electrostaticas.® Otros
estudios han demostrado que la tolcapona y la entacapona también son inhibidores
potenciales de a-sinucleina, de la oligomerizacién y de la fibrilogénesis; pertenecen a la clase
de farmacos multifuncionales ya que pueden inhibir la COMT, actuar como antioxidantes e
inhibir la agregacion proteica. Se pueden visualizar modificaciones quimicas que mejoren el
perfil farmacocinético de estas moléculas, evitando su hepatotoxicidad, modelando su
metabolismo periférico y aumentando su entrada a través de la barrera hematoencefalica.?°

Por el contrario, los farmacos que se unen sélo al extremo N, como las anfetaminas, pueden
evitar la interaccion entre ambos extremos y por consiguiente resultar neurotoxicos, ya que
favorecen una conformacion mas compacta de la a-sinucleina; los herbicidas, paraquat y

rotenona, mediante su fuerte unién a la sinucleina desencadenan también este efecto.

5. Conclusiones
La o-sinucleina es una proteina compuesta por 140 aa y tres regiones diferenciadas. Son
varios los posibles mecanismos toxicos mediante los que ejerce su efecto perjudicial y por los
gue se ve envuelta en el desarrollo de diversas patologias, las cuales reciben el nombre de
sinucleinopatias. Existe una investigacion activa destinada al descubrimiento de dichos
mecanismos, por los cuales las proteinas se pliegan, agregan y causan toxicidad celular;

ademas de las diferentes conformaciones que puede adoptar y de la formacion de los cuerpos
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de Lewy como base para la formacién de los agregados tdxicos. A su vez, avanza también la
terapéutica existiendo ya una linea establecida de objetivos terapéuticos, basados en los
distintos niveles del ciclo patologico de la proteina, y una serie de farmacos los cuales son
considerados como potenciales candidatos a solucionar el problema de toxicidad.

Todos estos avances e investigaciones aun estan en curso y son muchas las cuestiones que
quedan por vislumbrar, por lo que un seguimiento cientifico y una mayor profundizacién y

especializacion sobre el tema resultan esenciales.
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