Universidad
de La Laguna

TRABAJO DE FIN DE
GRADO

Nuevas terapias en la enfermedad
de Parkinson. El papel de la

autofagia.

Autor:

Adrian Miguel Sosa Pérez
Tutor:

Ignacio de la Cruz Muros

S

Facultad de Farmacia
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA




INDICE

L. RESUMEBN. ottt e e e e e e e e e e e e eaa e 3
2. ADSTIACT. e 3
I 1Y 1] oo [o] [ = - VAR UUUURPN 4
4. Contexto NISTONICO. .oiceiviiiiiieieeeeee e 4
A1 INEFOAUCCION ceeii e e e 4
L T o = - S 4
4.3 Importancia SOCIOECONOMICA.....uiieeeieieeeeeiiiieeeereree e e erenee e e e eanaaas 5
4.4 Diagnostico y tratamiento ........coevevviiiiii i 5
T S LRV TV o] -1 ={ - F S 6
5. LOS CUEBIPOS 0B LEWY...uieeeiiie ettt e e e e e e 7
6. GENELICA B [Q EPueeeee e 8
7. Vias de desarrollo en el tratamiento. .....ccoeeveeeeeeeeeiieeee, 9
8. CONCIUSIONES. e 12
I 211 o] Lo = i - T 13



1. Resumen.

Actualmente, la enfermedad del Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa con mayor incidencia. Se caracteriza por la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas y descenso de dopamina. Los tratamientos actuales, aunque mejoran los
sintomas, no retrasan el desarrollo de la enfermedad. Y aunque la causa de la enfermedad es
aun desconocida, sabemos que la autofagia tiene un papel esencial en el desarrollo de la
enfermedad. En este trabajo describiremos las principales caracteristicas de la enfermedad, el
mecanismo de autofagia, como influye este mecanismo en la enfermedad del parkinson, asi
como describiremos nuevas vias de investigacion y fadrmacos que prometen ser el futuro de la

enfermedad de Parkinson.

2. Abstract.

Nowadays, parkinson's disease is the second neurodegenerative disease with the
highest incidence. It is characterized by the degeneration of dopaminergic neurons and the
descent of dopamine. Current treatments, although they improve symptoms, it don't delay the
development of the disease. And although the cause of the disease is still unknown, we know
that autophagy plays an essential role in the development of the disease. In this work we will
describe the main characteristics of the disease, the mechanism of autophagy, relation the
mechanism with Parkinson's disease, and describe new research and drugs that promise to be

the future of Parkinson's disease.



3. Metodologia.

Muchos de los datos numéricos de la presente revisidn se han obtenido directamente
del libro: “El Parkinson” de Carmen Gil y Ana Martinez donde he desarrollado todos los
conocimientos necesarios de la enfermedad. Para la revisidn bibliografica de los articulos
cientificos originales se utilizaron las bases de datos mas habituales: PMC y PubMed. He
empezado la busqueda con las palabras clave “Autophagy and Parkinson”, filtrando los
articulos de los ultimos 5 afos. He seleccionado varios articulos de interés, ademas de

consultar otras fuentes para apoyar la informacién como la revista genética médica.

4. Contexto historico.

4.1 Introduccion

La EP fue descrita por primera vez en 1817 por James Parkinson (Parkinson, 1817), en
su articulo An essay on the shaking palsy (Un ensayo sobre la pardlisis agitante) donde
explicaba la clinica de seis pacientes suyos que presentaban sintomas caracteristicos. Afios
después el neurdlogo francés Jean-Martin Charcot acufia la enfermedad con el termino

Parkinson. Nombre que perdura hasta nuestros dias.

Hoy en dia, la definimos como un trastorno neurodegenerativo invalidante que se
caracteriza clinicamente por temblor de reposo, rigidez y acinesia, y desde el punto de vista
anatomopatoldgico y neuroquimico por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
mesoestriatales y el descenso de los niveles de dopamina en el estriado.** Cuando los niveles
de estas neuronas descienden, los receptores dopaminérgicos situados en el cuerpo estriado
no se estimulan correctamente y esto produce los principales sintomas de la EP. En los
cerebros post-morten de los enfermos también se han encontrado hallazgos que finalmente se
han convertido en uno de los sellos mds importantes de la enfermedad. La presencia de unos
agregados multiproteicos, entre los que destacan la alfa-sinucleina, conocidos como cuerpos

de Lewy (LB).

4.2 Etiologia

A pesar de existir formas juveniles y familiares de la EP en las que se han identificado
unas bases genéticas, la etiologia de su forma esporadica, que se presenta a partir de la sexta
década de la vida y que constituye mas del 90% de los casos continua siendo desconocida.**®
Historicamente la EP era considerado un trastorno exclusivamente motor, sin embargo, en la

actualidad y gracias al aumento en la esperanza de vida de los pacientes se ha comprobado



gue en estadios avanzados de la enfermedad aparecen otros trastornos no motores como los

problemas de aprendizaje, memoria, expresion, trastornos del suefio y depresidn entre otros.

La EP es universal y afecta por igual a hombres y mujeres, no existiendo diferencias
raciales. Existen diversos factores de riesgo como son la edad avanzada, historial familiar,
lesidn craneal, exposicidn a pesticidas, también hay otros factores protectores como pueden
ser café y té, acido uricos y ureatos, farmacos antiinflamatorios, niveles colesterol, vitamina D

y ejercicio fisico. ’

4.3 Importancia socioecondmica

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor incidencia después de
la enfermedad de Alzheimer. El rango de edad donde predomina la enfermedad va desde los
50-70 afios, afectando a 1/1000 personas en todo el mundo, aunque hay estudios que hablan
de que estas cifras pueden ser el doble. Segun la Sociedad Espafiola de Neurologia se calcula
gue existen unos 150.000 afectados por la EP, ademds las predicciones nos indican un
aumento de la prevalencia de la enfermedad. La EP supone un gran impacto econdmico para la
sociedad, a la propia afeccién, tenemos que sumar impacto psiquico, disminucién calidad de
vida, perdida habilidades sociales, necesidad de cuidado y la enorme atencién social y
sanitaria. En EE. UU. se estima un coste total de la enfermedad de 14,4 millones de ddlares
anualmente. Por otro lado, es bien conocido que, durante las Ultimas décadas, la poblacidn de
los paises industrializados, incluida Espafa, ha sufrido un envejecimiento progresivo. Esto
refleja sin duda la existencia de avances en diferentes aspectos de la medicina, pero también
conlleva un incremento en la incidencia de enfermedades que aparecen a partir de la sexta
década de la vida. Esto hace que a la EP adquiera cada dia mayor importancia epidemioldgica y

se convierta en un importante problema social, sanitario y econémico.’

4.4 Diagnostico y tratamiento

El diagndstico de la enfermedad se basa en la clinica (ya que no se ha identificado
ningun marcador biolégico) con pruebas de neuroimagen funcional que sirven como apoyo. Se
ha demostrado que la mayoria de los pacientes cuando se les diagnostica la enfermedad ya se

han deteriorado ente un 60-80% de las células productoras de dopamina de la sustancia negra.

El tratamiento actual de la EP se centra en el tratamiento sintomatoldgico, en primer
lugar, el tratamiento por excelencia es la levodopa, que en nuestro organismo se metaboliza a
dopamina. Se suele administrar con benserazida o la carbidopa para evitar los efectos adversos

gue se producen por la degradacion de esta fuera del cerebro. Otro problema de la levodopa



es que su efectividad se ve reducida con el paso del tiempo, y entre los 5-7 afios se empiezan a

producir fluctuaciones motoras.

Ademas, existen otros tratamientos como son los inhibidores de la monoamino-
oxidasa o inhibidores del catecol o-metiltransferasa, que son dos enzimas capaces de degradar
la dopamina. Por ultimo, se encuentran los agonistas dopaminérgicos utilizados al principio de
la enfermedad para retrasar inicio levodopa, y también los anticolinérgicos utilizados para
disminuir la actividad de la acetilcolina y ayudan a reducir temblor y rigidez muscular. Otros
tratamientos para los sintomas no motores son antidepresivos y ansioliticos, ademas existe

una alternativa que es el tratamiento quirurgico solo indicada en el 5% de los pacientes.’

4.5 EP y autofagia

La existencia de los LB nos indica que defectos en la ruta autofagica podrian contribuir
a la enfermedad. La autofagia es un proceso por el cual la célula media proteinas, agregados y
organulos disfuncionales se transportan al lisosoma para su degradacion. La macroautofagia es
la mds comun, y comienza con la formacién de una estructura de doble membrana
denominado fagéforo, que va alojando en su interior componentes citoplasmaticos, para
formar una vesicula denominada autofagosoma. Estos se fusionan con los lisosomas y se
produce la degradacion. Durante el desarrollo de la EP se ha observado acumulacién de
autofagosomas y deficiencia de lisosomas en cerebros de pacientes de Parkinson postmortem.
Ademas, la evidencia mas clara de la relacién que existe entre la autofagia defectuosa y la EP,
nos la proporciona la genética. Hay aproximadamente un 10% de casos con un origen genético
claro y son debidos a mutaciones en una serie de genes (LRRK2, alfa-sinucleina, VPs35, PINK1,

parkina), donde todas esta se asocia con la ruta autofagica-lisosomal.

Por lo tanto, un mal funcionamiento de la autofagia produciria un acumulo de
agregados que interferirian en el funcionamiento de la célula causando su muerte. Si un
farmaco llegase a aumentar la autofagia en esas neuronas afectadas por la EP sin afectar a
otros tejidos, sin llegar a producir una degradacién excesiva de componentes celular y sin
afectar otros procesos bioldgicos, encontrariamos un tratamiento alternativo con mucho
potencial para la EP. El tratamiento ideal para los estadios iniciales deberia ser un tratamiento
neuroprotector capaz de proteger a las neuronas de la muerte y que por tanto frenase o
revirtiese el curso de la enfermedad. Son muchos los fdrmacos en desarrollo e investigaciones
actuales para conseguir una mejora en los pacientes, la autofagia, neuroproteccion, terapia
génica, inmunoterapia, medicina regenerativa, terapia celular los pilares en los que se basa el

futuro de la enfermedad.?



5. Los cuerpos de Lewy.

Los LB son inclusiones de proteinas que contienen oligdmero desagregados de muchas
proteinas celulares. Las neuritas distréficas (LN) son precursoras de LB y pueden contener
depdsitos de ubiquitina (Ub) y alfa-sinucleina, que se convierten formalmente en LB y se
acumulan en terminales sindpticos y procesos axonales. La alfa-sinucleina es una proteina que
se encuentra en los terminales sindpticos y que tiene una importante relevancia en la
comunicacion entre neuronas y trafico de vesiculas de neurotransmisores, por otro lado, la
ubiquitina es una proteina involucrada en el cambio bioquimica de proteinas para dirigirlas a la

degradacion y autofagia.

Existe un criterio modificado que correlaciona la degeneracidén nigroestriada, el
deterioro cognitivo y la disfuncion motora con muchos trastornos asociados a los LB. Hay que
aclarar que la presencia de los LB no es exclusiva de la EP, sino que aparece en otros trastornos
como la demencia con cuerpos de Lewy (DCL). Las vias bioquimicas involucradas en la
formacidén de los LB, en concreto de alfa-sinucleina, estd asociada con la desagregaciéon de
proteinas y la escisién de proteinas dafiadas. La alfa-sinucleina de tipo salvaje es propensa a
formar estructuras oligoméricas y prefibrilares que alteran el trafico lisosomal y la funciéon
mitocondrial. En concreto, en las mitocondrias las formas oligoméricas solubles interfieren con
el complejo 1 en la cadena de transporte de electrones, generando especies reactivas de
oxigeno. Este proceso pude interrumpir la producciéon de energia para la comunicacion de
neurotransmisores funcionales entre las neuronas dopaminérgicas del cerebro. Se sabe que en
la EP existe una disminucién de entre un 30 y un 40% de la actividad del complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial®. No se conoce cudl es la causa de este descenso, pero
existen indicios sobre la implicacién de la alfa-sinucleina en este proceso. Llegados a este
punto, cabe decir que las neuronas son especialmente dependientes del sistema de
fosforilacién oxidativa para la produccion de energia'®. Cuando el potencial de membrana
mitocondrial cae por debajo de los -60 mV, considerandose normal un potencial de membrana
de unos -150 mV, se separan las membranas mitocondriales y se abre un poro de
permeabilidad transisional (PTP) que liberan al citoplasma especies reactivas de oxigeno (ROS)
y proteinas de pequefio tamafio como el citocromo C oxidada y caspasas que actian como

sefiales proapoptdticas.!

Por otro lado, el sistema Ub- proteasoma vy la via de la autofagia es responsable de la
eliminacion formas toxicas de proteinas desagregadas, incluida el recambio de alfa-sinucleina.

Por eso las vias proteoliticas disfuncionales pueden dar lugar a la acumulacién de formas



toxicas de alfa-sinucleina y las ubiquitinas pueden ser una manifestacién de los intentos de la
magquinaria celular para eliminar los componentes celulares dafiados y retrasar el inicio de la

degeneracion neuronal.

Aungque la presencia de los LB es uno de los sellos caracteristicos de la EP se trata de
un componente que solo puede proporcionar una pista de la fisiopatologia de la enfermedad
ya que sélo se encuentran en la autopsia por lo que no resulta un parametro atil para el
diagndstico clinico de rutina. De igual forma, hay que manifestar que existe controversia a
cerca de los LB ya que algunos cientificos consideran los LB como marcadores del dafio
neuronal en curso, pero otros lo consideran como una secuela de productos finales inofensivos
del secuestro de moléculas toxicas que pueden o no estan directamente involucrados en la

apoptosis o la muerte celular.?

6. Genética de la EP.

Lo primero que tenemos que poner en manifiesto es que los estudios genéticos en
individuos con EP esporédico (la mas comun de las formas de EP) no resultan convincentes.!?
Los estudios genéticos en la etiologia de la EP confirman que sdlo en el 5-10% de los pacientes
una teoria genética puede ser aceptada.!* Sin embargo, estos estudios genéticos han
contribuido a descubrir muchos genes relacionados con la EP. Muchos de estos genes se

encuentran a su vez relacionados con la regulacién de la autofagia.

Existen varios genes ligados al inicio de la EP como puede ser el gen de la
apolipoproteina, el gen M del neurofilamento humano que apunta a una teoria
citoesquelética.’>® También se han identificados polimorfismos de genes que pueden tener
relacién con las distintas progresiones de la enfermedad ya que se trata de genes implicados
en la funcidn celular o en la muerte neuronal como son la catecol-o-metil transferasa (COMT),

la monoamina oxidasa B (MAO-B) o la N-acetiltransferasa (NAT2).'’

a parkina (parkin).?®

Entre las proteinas mds implicadas en la patogenia de la EP esta
La parkin es una proteina de 50 KDa que interactia con la enzima E2, estando relacionada
funcionalmente con la via proteosémica de la ubiquitina, como ligasa de ubiquitina E3
promoviendo la degradaciéon de proteinas asociadas a vesiculas sindpticas.'® Estd demostrado
que las proteinas Parkin y PINK1(serina/treonina-proteina quinasa) esta relacionadas con dafio
mitocondrial en una variedad de tejidos. Ademas, PINK1 y parkin son proteinas reguladoras
importantes en la mitofagia, pero es poco probable que participen de forma central en todas

las formas de la mitofagia, por eso los genes de la EP tiene un papel modulador y no esencial

en este proceso



Las mutaciones en el gen de la alfa-sinucleina se describié con alta penetrancia en una
extensa familia italo-americana (la familia Contursi) en el cromosoma 4 en la regién q21-23.2°
La mutacion G209A sustituia en la alfa-sinucleina una alanina por treonina. También se
encontraron mutaciones de alfa-sinucleina en individuos germanos con EP donde la alanina
era mutada a prolina. Estas formas mutadas de la alfa-sinucleina pueden producir una
inhibicion de la autofagia mediada por chaperonas (CMA), que se compensa con una
promocién de la macroautofagia. El deterioro del sistema autofagia en general y de la CMA en
particular, es probable que aumente la cantidad de alfa-sinucleina en el cerebro y contribuya al
desarrollo de la enfermedad. Ademas, hay genes adicionales que tienen un papel importante
en la macroautofagia y la CMA y puede afectar a la degradacion de la alfa-sinucleina. Las
mutaciones en la quinasa 2 de repeticion rica en leucina (LRRK2) son una causa genética
comun en la EP de inicio tardia, que tiene un papel regulador en la macroautofagia, aunque

hay dudas sobre su mecanismo.

A la vista de estos hallazgos cabe pensar que, si bien no son causantes de la
enfermedad al menos en su forma mas comun, la EP esporadica, existen factores genéticos
que si estan relacionados con el curso de la EP. Actualmente los estudios genéticos contintian

intentando dilucidar qué relacién existe entre estos genesy la EP.*!

7. Vias de desarrollo en el tratamiento.

Como hemos observado la autofagia desempefia un papel importante en la
degradacion selectiva de proteinas mal plegada y orgdnulos dafados y es el principal objetivo

para el desarrollo de un tratamiento eficaz.

En primer lugar, se han encontrado métodos para mejorar la autofagia en varios
modelos preclinicos de EP. La serina/treonina quinasa (mTOR) es una proteina componente del
complejo mTOR 1 y suprime la autofagia en condiciones ricas en nutrientes. El inhibidor de
mTOR, la rapamicina, estabiliza la asociaciéon del complejo y e inactiva la actividad de la
quinasa. Este fdrmaco ha demostrado eficacia para mejorar la actividad de la autofagia en
muchos modelos de la enfermedad. La rapamicina suprime selectivamente la actividad de
mTOR a través de la desfosforilacion de la proteina quinasa B, que es crucial para la

supervivencia neuronal en los modelos de EP.

En segundo lugar, la proteina beclin 1, interactua con la clase lll fosfatidilinositol
quinasa 3, que desempefia un papel fundamental en la localizacion de otras proteinas
reguladores de la autofagia. Mutaciones que se desarrollan en el dominio relacionado con BH3

en Beclin 1 interrumpen la formacion del complejo Beclin 1- BCL-2(Regulador negativo de

9



Beclin 1), da lugar a una autofagia mejorada. La administracion de trehalosa da como resultado
una reduccion del nivel de la corteza frontal de p62/beclin 1, lo que sugiere un estado elevado
de autofagia. También la tunicamicina induce un leve estrés en el reticulo endoplasmatico, y
esto muestra un prometedor potencial en el tratamiento para proteger a las neuronas
dopaminérgicas de la muerte. El estrés en el reticulo endoplasmatico es responsable de la
activacion de la autofagia a través de las respuestas de proteinas desplegadas. Hay enfoques
de terapia génica para manejar la carga de estas proteinas, y asi manipular la autofagia de una
manera mas especifica. La terapia con el gen Beclin 1 mediada por lentivirus muestra efectos
positivos en el aclaramiento proteinas de alpha-sinucleina, ademds de mejorar la funcién
sindptica en modelos de EP. La terapia génica muestra un gran potencial en el aclaramiento de
proteinas agregadas anormalmente en otras enfermedades neurodegenerativas a través de la

activacion de la autofagia.?
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Por dltimo, la atremorine es un novedoso bioproducto obtenido mediante
procedimientos biotecnoldgicos no desnaturalizantes a partir de componentes estructurales
de Vicia Faba L., que es utilizado para la prevencién y tratamiento de trastornos
parkinsonianos. Estudios preclinicos nos indican un potente efecto neuroprotector centrado
en las neuronas dopaminérgicas, que revierte la neurodegeneracion y mejora la funcién
motora en modelos animales en la EP. Un estudio sobre el efecto de la atremorine en

neurotransmisores nos indica un aumento de los niveles de dopamina, noradrenalina y
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adrenalina, y no se registra un efecto aparente en la serotonina. En el primer estudio clinico se
demuestra un aumento de la dopamina plasmadtica en un 100% de los casos con una dosis de 5
gramos/dia de atremorine, esto se puede deber al rico contenido de L-Dopa natural de la
composicion de la atremorine. Se postula como una opcién prometedora para minimizar el
fendmeno del desgaste, ademds de extender el efecto terapéutico de los farmacos
convencionales y reducir los posibles efectos secundarios, ya que al administrar atremorine

con otros farmacos se permite la reduccién de un 25-50% de la dosis de farmacos.

El aumento de noradrenalina inducido por atremorine contribuye a la mejoria clinica y
la neuroproteccién, ya que este neurotransmisor ejerce efectos criticos en la modulacion de
diferentes tipos de comportamientos como el ciclo suefo-vigilia, depresién, ansiedad,
funciones psicomotoras, respuestas antiinflamatorias en las células gliales, actividad
neurotréfica y neuroproteccion contra la formacion de radicales libres. Ademas, la disfuncion
cardiovascular en los pacientes con EP, pueden ser debidos a los bajos niveles de
noradrenalina y adrenalina en el plasma, lo que la atremorine también mejoraria estos
sintomas, asi como también otros como el estrefiimiento y otras alteraciones de la motilidad

gastrointestinal mediada por mecanismos catecolaminérgicos.?
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8. Conclusiones.

A pesar de llevar mas de 2 siglos descrita la EP sigue siendo un reto para investigadores
y profesionales de la medicina en todo el mundo. Son muchos los aspectos de la EP que aln
desconocemos lo cual permite que haya muchas posibilidades para desarrollar nuevos
farmacos y tratamientos con el fin de no sélo detener sino también revertir los efectos
causados por el daifo neuronal. Dentro de estas nuevas estrategias podemos asegurar que
unos de los puntos clave puede estar en el mecanismo de autofagia y los factores genéticos
relacionados, esto supondria un vuelco en la calidad de vida de los pacientes con EP. Aunque
todos estos métodos terapéuticos son enfoques novedosos y prometedores para la EP, el
escenario es complejo porque la alteracién en ciertos pasos reguladores de la autofagia puede
modificar homeostasis de la célula, contribuyendo al desarrollo de la enfermedad. Por lo que
es fundamental que este proceso bioldgico se regule con precision y se controle estrictamente.
También se necesita mas investigacion sobre los efectos centrales y periféricos de la
atremorine, teniendo en cuenta que los efectos de la atremorine involucran tanto a los genes
asociados a la neurodegeneracién, como a los genes de la familia del citocromo P450

asociados con el metabolismo de los medicamentos.

Con todos estos datos la principal conclusidn de este trabajo es que a pesar de que el
panorama invita a ser optimistas aun estamos lejos de poder asegurar el fin de la EP a corto
plazo. Por ello no hay que escatimar en dinero ni en esfuerzos para poder proseguir con la
investigacion biomédica que nos debe llevar a encontrar después de 200 afios a la cura de la

gue hoy en dia continuda siendo el segundo trastorno neurodegenerativo mas importante.
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