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Prologo

El conocimiento de las bases moleculares del funcionamiento neu-
ral, identificando las protefnas responsables y los genes que las codifican
ha permitido una visiébn mas amplia e integrada de la complejidad del
sistema nervioso. La secuenciacion del genoma humano y la aplicacion
de técnicas de gendmica y protedOmica estan permitiendo analizar el
funcionamiento neural en estados fisiologicos y en diferentes situacio-
nes patologicas. En las enfermedades neurales descritas desde hace
muchos ahos, como la epilepsia, la esquizofrenia, la depresion, etc., las
neurodegenerativas como el mal de Alzheimer o la enfermedad de Par-
kinson, entre otras muchas, se constata al estudiarlas con las nuevas
técnicas de biologfa molecular, que no constituyen una Gnica entidad,
si no un conjunto de variantes que van desde los casos mas severos a
los mas benignos, con cursos evolutivos muy diversos y causas genéticas
o ambientales dispares. En muchas de estas enfermedades se observa la
existencia de una muerte neural temprana, aunque las causas sean apa-
rentemente diversas, entre ellas el no poder responder a los requeri-
mientos energéticos, o hacer frente a los problemas oxidativos, o de
renovacion y vida media de sus proteinas, o de su correcta localizacion
topografica.

El afan por paliar los efectos devastadores de las enfermedades neu-
rales y neurodegenerativas ha sido el motor de la investigacion en el
sistema nervioso, que ha conducido a la comprension de los mecanis-
mos basicos de su funcionamiento, tanto en requerimientos energéticos
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y metabolismo, como en las propiedades excitables de sus membranas,
o los aspectos Gnicos de su desarrollo y mantenimiento funcional. El
conocimiento de las bases moleculares de las enfermedades neurales,
sean o0 no neurodegenerativas, ha facilitado la btsqueda de farmacos
mas especificos con menos efectos secundarios y ha confirmado el valor
y utilidad de algunos farmacos empleados desde antaho, al descubrir la
diana exacta de su accion. En un futuro, gracias a la gendmica y farma-
cogendmica, se podra conocer si las dianas farmacologicas y los trans-
portadores y enzimas necesarios para su correcta farmacocinética son
normales o estdn especificamente alteradas en un paciente dado, pu-
diendo de este modo adecuar el tipo de farmaco y su dosificacion a la
capacidad catabolica del propio individuo. Pero estos datos optimistas
derivados del incremento en el conocimiento basico, no pueden ocultar
que la mayorfa de las dianas recientemente incorporadas para su desa-
rrollo farmacologico para las que se buscan farmacos especificos (;si
estos existen?), tienen muy amplia distribucion y otras muchas funcio-
nes en el organismo en general y el sistema nervioso en particular. Los
efectos secundarios derivados de interferir en otros procesos alejados de
la diana especifica de accion necesitan ser evaluados para sopesar si vale
la pena correr riesgos con medicaciones cuando menos inciertas.

No pretende esta monografia convertirse en un tratado exhaustivo
de todas la alteraciones del funcionamiento neuronal y sus enfermeda-
des asociadas, si no analizar de modo integrado los datos mas relevantes
en enfermedades de alta incidencia y repercusion social, asi como en
aquéllas que introduzcan elementos novedosos en la renovacion y evo-
lucion del pensamiento.



CaprTuLo 1

Epilepsias

INTRODUCCION

El anélisis de los diferentes tipos de epilepsias, y sus causas ha sido
expresamente seleccionado para ser estudiado en esta breve monograffa,
pues permite analizar los mecanismos bésicos de mantenimiento de la
neurona y su comunicacion con las neuronas adyacentes. Su ubicacion,
en primer lugar, se ha realizado teniendo en cuenta que desde un punto
de vista didactico permite entrever los delicados mecanismos del fun-
cionamiento neural y como en la mayorfa de los casos existe una base
genética para comprender las alteraciones correspondientes a cada pa-
tologfa. En el caso de las epilepsias son las mutaciones generalmente
minimas, de la secuencia proteica de canales i0nicos, ya sean depen-
dientes de voltaje, o dependientes de ligando, sin descartar la formacion
correcta de las conexiones neuronales en el desarrollo, lo que lleva a la
aparicion de las crisis convulsivas.

Las epilepsias, de las que se han descrito hasta unas 40 variantes, se
encuentran entre los desordenes neurologicos mas facilmente observa-
bles, y por ello descritos desde la antigiiedad. Ya los griegos relacionaron
ciertos tipos de movimientos convulsivos y pérdida del conocimiento
con lesiones cerebrales, en algunos casos deducibles por la presencia de
fuertes traumatismos en la cabeza en donde las anomalias del movi-
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miento eran mas frecuentes en la parte contralateral del cuerpo. En la
edad media los ataques epilépticos se atribufan a posesion o influencia
demonfaca y habria que esperar hasta mediados del siglo xix para desa-
rrollar un estudio sistematico y cientifico de la enfermedad, y clasificar
los diferentes tipos segtin su intensidad y sus causas. Hoy en dfa, gracias
a los avances de la genética y la biologfa molecular, se intenta asociar
con cada tipo o subtipo de epilepsia una determinada proteina, general-
mente con funcion en la membrana plasmaética, cuya alteracion pueda
dar cuenta de la hiperactividad y/o pérdida de control de las neuronas
afectadas. Esta aproximacion no es valida en el caso de las epilepsias
post-traumaticas, en las que es la propia lesion y/o los intentos del
organismo por repararla lo que lleva a la aparicion del foco epiléptico,
sin necesidad de que incidan aspectos genéticos.

La farmacologia de la epilepsia ha sido uno de los grandes logros
terapéuticos, aun en ausencia de un conocimiento exacto de las causas
de la enfermedad. Actualmente el arsenal de farmacos antiepilépticos
disponible es inmenso y su eficacia probada, pero un anélisis gendémico
de los elementos mas corrientemente implicados podria proporcionar
una perfecta exactitud en el diagnostico y la adecuacion de la terapéu-
tica a emplear.

Finalmente, el conocimiento basico de las disfunciones que llevan
a la epilepsia es el mismo necesario para comprender mediante qué
mecanismos podrfamos proteger los tejidos neurales en situaciones com-
prometidas y actualmente muchos neuroprotectores proceden de la far-
macologfa previamente desarrollada en la basqueda de antiepilépticos.

TIPOS DE EPILEPSIAS

Los ataques epilépticos para ser considerados como tal tienen que
tener el caricter de repetitivos con una cierta periodicidad, a pesar de
su amplia variabilidad y etiologfa se pueden clasificar desde el punto de
vista clinico en dos grandes grupos: con ataques parciales y ataques
generalizados, lo que facilita en un primer momento su anélisis y la
tipificacion del tratamiento farmacologico inicial. Es de destacar que en
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numerosas situaciones de estrés neural, como pueden ser: escasez de oxigeno,
escasez de glucosa, toxicos neurales hiperestimulantes, o incluso envenena-
miento con pesticidas y otros toxicos, pueden producirse convulsiones simila-
res a las presentes en las crisis epilépticas. No obstante aunque sus mecanis-
mos a nivel celular puedan ser coincidentes, no se consideran crisis epilépticas,
pues carecen de la periodicidad vy repeticion que define el estado epiléptico.

Epilepsia generalizada Epilepsia generalizada
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Figura 1.—Tipos de epilepsias.
Las clasificaciones de las epilepsias pueden realizarse de acuerdo con diversos criterios, uno de ellos
se basa en la localizacion del foco epiléptico. Si este foco tiene una localizacion precisa en la corteza,
desde donde se propagan las ondas mas activas en el electroencefalograma durante un ataque epi-
leptico, y solamente se observa la actividad en uno de los hemisferios cerebrales, el tipo se denomina
como epilepsia parcial. Puede ocurrir que la actividad del foco se propague hasta zonas mas
profundas y desde ahi vuelva a la corteza de modo generalizado, se define este tipo como epilepsia
generalizada secundaria. Si el foco no esta localizado en la corteza y se encuentra en las zonas
talamicas mas profundas, las ondas de propagacion durante el ataque epiléptico alcanzan los dos
hemisferios y se conoce como epilepsia generalizada primaria.

El electroencefalograma realizado en pacientes con ataques epilép-
ticos constituye una valiosa herramienta de diagnostico, pues nos indica
la mayor o menor actividad eléctrica en zonas especificas de la corteza
cerebral. En principio los electrodos adheridos al cuero cabelludo se
colocan unos en disposicion coronal, para captar la actividad de las
diferentes secciones del cortex, y otros de modo sagital en la separacion
de los dos hemisferios cerebrales. Las actividades eléctricas registradas
en el electroencefalograma proceden de la mayor o menor actividad de
las terminales sinapticas que estimulan las dendritas apicales de las
células piramidales del cortex cerebral.

Los ataques epilépticos parciales se originan dentro de un pequeno
grupo de neuronas conocido como foco epiléptico, con localizacion en
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uno de los hemisferios cerebrales, la zona mas activa del cortex puede
ser localizada con la ayuda del electroencefalograma. Si la actividad del
foco es suficientemente intensa puede extenderse a otras células alcan-
zando otras regiones cerebrales. Los caminos cerebrales que recorre no
son arbitrarios, sino que siguen las vias propias neurales que estan ge-
neralmente organizadas en columnas verticales y estan limitados a uno
de los hemisferios cerebrales. En algunos casos este foco epiléptico lo-
calizado en la corteza, al enviar la sehal hacia las zonas talamicas mas
profundas, puede originar una redifusién desde estas mismas zonas y
producirse una epilepsia generalizada afectando a los dos hemisferios.

Los ataques epilépticos generalizados se denominan asi porque
muestran una alteracion de la actividad normal del cerebro en ambos
hemisferios cerebrales de modo simultaneo. En este tipo de epilepsias el
foco de propagacion se encuentra generalmente en zonas mas profundas
del cerebro y proviene de los circuitos subcorticales-talamicos, que tie-
nen una proyeccion en el cortex mas difusa.

La clasificacion inicial basada en las caracteristicas observables de
las convulsiones, tanto directamente como de la informacién obtenida
mediante el electroencefalograma, es solamente una primera fase del
diagnostico, pues la mayoria de las epilepsias tienen una base genéti-
ca. Se puede generalizar que todas las proteinas implicadas en lo que
afecta el mantenimiento del gradiente i6nico de la membrana, ya sea su
funcionalidad o su recuperacion, asi como el establecimiento de los
contactos sinapticos correctos y el aislamiento de los axones, podria
llevar a la aparicion de descargas ritmicas, descontroladas, capaces de
propagarse y originar las convulsiones tipicas de la epilepsia.

Para comprender las bases genéticas de la epilepsia es necesario

conocer como funciona una neurona y coOmo establece sus contactos
sin4pticos, que seran analizados en el siguiente epigrafe.
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FUNCIONAMIENTO DE LAS MEMBRANAS NEURALES,
RELACION CON LA EPILEPTOGENESIS

En cualquier ataque epiléptico, sea del tipo que sea, existe siempre
una actividad incrementada en un grupo de neuronas denominadas
hiperexcitables. Para explicar esta hiperexcitabilidad neuronal es nece-
sario conocer los mecanismos bésicos que mantienen la funcionalidad y
la integridad de la membrana plasmatica, asi como los mecanismos que

regulan la zona funcional pre y post sinaptica (Avanzini y Franceschet-
ti, 2003).

La membrana plasmatica de la neurona requiere para su funcion de la
existencia de un gradiente ionico, es decir, de la distribucion desigual de
iones a un lado y a otro de la membrana. Fuera de la célula se encuen-
tran los iones Na*, Ca** y CI, en mayor concentracioén, mientras que
dentro de la célula es mas abundante el K".

El mantenimiento del gradiente ionico a un lado y otro de la membrana
requiere de un gasto de energia en forma de ATP, que permite funcionar
a las bombas de la membrana plasmatica, que son en realidad enzimas
que intercambian iones a ambos lados de la membrana. La ATPasa de
membrana mejor conocida es la bomba sodio potasio, que intercam-
bia tres sodios de dentro por dos potasios de fuera por cada molécula
de ATP consumido, lo que permite restaurar el gradiente después de
una despolarizacion. Entre los primeros compuestos utilizados en anima-
les de experimentacion para provocar convulsiones y asf ensayar el efec-
to de farmacos antiepilépticos, se encontraban sustancias que impedfan
la obtencion de ATP por el metabolismo aerobio, como era el fluoro-
citrato que inhibe el ciclo de Krebs, lo que impedfa la formacion del
gradiente de membrana. Con este mismo objetivo de impedir la restau-
racion del gradiente se ha empleado la ouabaina, que es un inhibidor de
la Na,K-ATPasa. Otra proteina de membrana importante en el funcio-
namiento neural, que puede estar alterada en algunos tipos de epilepsias
es el intercambiador Na*/H", que permite mantener el pH intracelular.

La propagacion del impulso eléctrico en las neuronas se inicia por
la apertura transitoria de un canal de sodio dependiente de voltaje, con
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entrada de Na”, lo que induce la apertura de los canales de K™y salida
de este i6n a favor de su gradiente. El avance de los potenciales de
accion al llegar a la zona sinaptica induce la entrada de calcio mediante
los canales de calcio acoplados a voltaje y es la entrada masiva de este
ion la que produce finalmente la salida mediante el mecanismo de
exocitosis de los neurotransmisores y su accion sobre la neurona post-
sindptica. Los neurotransmisores cuyo papel parece relevante en la epi-
lepsia, son aquellos que tienen receptores ionotropicos, es decir, que
permiten la entrada a las neuronas de diferentes iones, ya sea Na* y/o
Ca**, produciendo una despolarizaciéon, o Cl favoreciendo la hiperpola-
rizacion de la membrana. De hecho la mayor parte de las epilepsias idio-
paticas en humanos donde se ha podido identificar el gen responsable de la
enfermedad, pertenecen a mutaciones en proteinas constituyentes de los ca-
nales o de los receptores ionotropicos, presentes en la membrana plasmatica.

Bombas idnicas Canales ignicos
ATPasas Operados por ligande Operados por voltaje
Na' I 2 Ha' CI I HE' CI Ma' CF Gl LH
Ha Ma~ Ca Ha" Na- C.'.u" Ma* Ma* Ca=* Ma* ha* Cas K* K- Cat
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Figura 2.

El correcto funcionamiento de la membrana neuronal es esencial para la comunicacion en el sistema
nervioso y requiere de miltiples sistemas que pueden mantener, alterar o restaurar los gradientes
ionicos en funcion de las sefiales. En primer lugar estan las bombas iénicas, que son enzimas de
membrana capaces de intercambiar iones, la mas conocida es la ATPasa Na/K, que restaura el
gradiente iomico después de una despolarizacion, para funcionar requiere energia en forma de ATP
y por lo tanto de un correcto funcionamiento del metabolismo neuronal. Las proteinas, clave en la
sefializacion y responsables en mayor medida de las epilepsias de origen familiar, son los canales
ionicos. Se clasifican en dos grandes grupos, segiin sea el mecanismo que induce su apertura. Si para
abrirse se requiere de un neurotransmisor, al que por umirse se le denomina de forma genérica
ligando, se los conoce como canales operados por ligando, si por el contrario para abrirse se
requiere de un cambio en el potencial de la membrana se les conoce como canales operados por
voltaje. Es de destacar que cada grupo incluye una amplia variedad de proteinas, que se van a
denominar segiin sea la selectividad de paso de sus iones respectivos, o el ligando que induce su
apertura.
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EPILEPTOGENESIS RELACIONADA CON LA
NEUROTRANSMISION RAPIDA: CANALES IONICOS
DEPENDIENTES DE LIGANDO Y DE VOLTAJE

Las enfermedades hereditarias estuvieron durante muchos ahos li-
mitadas a las enfermedades del metabolismo, conocidas como errores
congénitos del metabolismo, pero poco a poco el campo de las enferme-
dades hereditarias ha ido incluyendo mutaciones de los receptores, de
proteinas del citoesqueleto, y méas recientemente de los canales ionicos
de la membrana y otras proteinas con funcion transportadora o de di-
ferenciacion tisular (Lehmann-Horn y Jurkat-Rott, 1999). La existencia
de mutaciones en los canales idnicos en las epilepsias de origen familiar
es un hecho constatado en la gran mayorfa de los casos, generalmente
la transmision de la enfermedad, que se corresponde a una alteracion
monogénica es autosomica dominante (Scheffer y Berkovic, 2003). En
modelos de raton en los que se han introducido las mutaciones corres-
pondientes a los genes humanos, o bloqueado su funcion, se constatan
los mismos o similares sintomas epilépticos. El modelo de ratdon ha sido
muy Gtil para identificar qué tipos de canales y receptores ionotropi-
cos son esenciales en la generacion de disfunciones neurales que cursan
con epilepsia y predecir qué podemos encontrarnos en humanos que
sufren epilepsia en un futuro (Meisler et al., 2001). Una excelente
revision del tema de las patologfas de los canales idnicos (canalopatias)
en castellano ha sido realizada por el Profesor Tamargo (2003).

A) Canales de sodio dependientes de voltaje

Los canales de sodio dependientes de voltaje estan constituidos por
una subunidad o de gran tamano, 260kD, que es esencial para la fun-
cion y mantiene la estructura del canal, y dos subunidades auxiliares
la Bly B2 ( SCNI1IB y SCN2B) que son moduladoras. De la subuni-
dad o existen al menos 10 genes diferentes en el genoma humano. Esta
subunidad contiene cuatro subdominios repetidos en donde cada uno de
ellos contiene seis hélices transmembranares. Para evitar el empleo
de letras griegas los genes de las subunidades alfa se denominan SCN1A
al SCN10A (Sodium ChaNnel) y tienen distribuciones tisulares, e in-
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cluso subcelulares diferentes, siendo muy abundantes en el sistema ner-
vioso central y periférico, asi como en misculo esquelético. Los efectos
de cada una de sus mutaciones dependen no solamente de la gravedad
de la mutacion si no también de su localizacion a nivel tisular y distri-
bucion en una célula dada. En el sistema nervioso central se expresan
abundantemente las subunidades SCN1A, SCN2A, SCN3A que pre-
sentan hasta 85% de homologia y se encuentran consecutivamente agru-
padas en el cromosoma 2; también es abundante la SCNSA. Como era
de esperar todas estas subunidades son especialmente relevantes en la
epileptogénesis.

Estructura molecular del canal de sodio

Bl a
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N
L L L)
o/
N % Daleclfn
Mutacidn sin sertido c

Mutaciones importantes en epilepsias

Genes:

- BCH1A - epilepsia infantil mioclinica v epilepsia familiar
generalizada (SMEI-GEF3)

- SCN2A — convulsiones benignas nocturnas infantiles v epilepsia
farniliar generalizada {BFNIS-GEFS)

- BCN1B — epilepsia familiar generalizada [primera GEFS descrita)

Figura 3.—Estructura molecular del canal de sodio.
Los canales de sodio estan constituidos por varias subunidades, la mas importante y formadora del
canal central por donde pasa el sodio es la subunidad a que contiene cuatro subdominios similares
con seis hélices cada uno. Existen varias isoformas de esta subunidad que son el producto de los 10
genes conocidos hasta el momento como SCNI1A hasta el SCNI10A. Otras subunidades necesarias
para el funcionamiento del canal de sodio son las subunidades B1y B2, que tienen una funcion
moduladora sobre el tiempo de apertura del canal, sus genes se conocen con la denominacion SCN1B
o SCN2B. En algunas epilepsias familiares existen alteraciones en los genes SCNIA, SCN2A vy
también en el SCNIB. Al corresponder a un fallo genético se manifiestan como epilepsias genera-
lizadas primarias, cuya gravedad depende del tipo de mutacion.
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Las primeras evidencias de que mutaciones en el canal de sodio
estaban implicadas en la epilepsia, provienen del estudio realizado en
una familia australiana con alta incidencia de epilepsia generalizada con
crisis inducibles por la fiebre (GEFS+1) y descubiertas en 1998 (Walla-
ce et al., 1998). En este caso la alteracion se encontraba no en cualquie-
ra de las subunidades o presentes en cerebro, si no en la subunidad B1,
SCNI1B. La mutacion en esta subunidad produce una proteina incapaz
de modular las subunidades SCNA, que permanecen mas tiempo abier-
tas, permitiendo una mayor entrada de Na" y facilitando la despolariza-
cion de las membranas neurales con mas facilidad. Esta proteina es muy
abundante en las zonas postsinapticas donde modula la subunidad gran-

de de los canales, la SCN1A.

El segundo hallazgo de mutaciones en canales sodio relacionados
con epilepsias se correspondia también con epilepsias generalizadas
inducibles por la fiebre (GEFS+2) y eran debidas a diversas mutaciones
en el gen SCN1A, que fue el primer canal de sodio voltaje dependien-
te identificado, es muy abundante en el sistema nervioso y suele tener
una localizacion eminentemente postsinaptica. En las SCN1A presen-
tes en los individuos epilépticos con GEFS+2, las mutaciones producen
canales que se recuperan muy rapido y pueden ser activados de nuevo
sin que exista el tiempo refractario entre una apertura y la siguiente

(Escayg et al., 2000).

Este mismo gen, el SCN1A, esta implicado en la epilepsia mioclo-
nica severa de la infancia (SMEI), existen varias posibles mutaciones,
pero en este caso la proteina mutada ha perdido por completo su fun-
cion, ya sea porque el mensajero ha introducido un codon sin sentido,
o no puede leerse y ser traducido, o porque la protefna esta truncada.
Muchas de estas mutaciones son de novo y no existen en los padres,
ademas basta con que una de las dotaciones, paterna o materna, tengan
el correspondiente alelo para que se produzca la enfermedad, lo que
originarfa una deficiencia cuantitativa en la protefna funcional.

Mutaciones en el gen SCN2A también aparecen en algunas epilep-
sias generalizadas inducibles por la fiebre (GEF+2), en edades tempra-
nas. Este canal es més abundante en la zona presinaptica y las mutacio-

17



M. Teresa Miras Portugal

nes conocidas cursan con una entrada sostenida de sodio, lo que favo-
rece la despolarizacion presinaptica. Por el momento no se han detec-
tado familias con alta incidencia de epilepsia en las que estén alterados

los canales de sodio conteniendo las subunidades SCN3A y SCNSA,

aunque su expresion es muy abundante en el sistema nervioso.

Referente a los canales de sodio es necesario constatar dos aspectos im-
portantes: 1) Que algunas epilepsias que presentan sintomas similares
(GEF+) pueden ser ocasionadas por mutaciones en genes diferentes, como es
el caso con los genes: SCN1A, SCN2A, SCNI1B. 2) Que mutaciones de un
mismo gen, pero con diferente localizacion en la secuencia, y dependiendo de
su gravedad, pueden producir distintos tipos de epilepsias, a tenor de los
sintomas, como son las diversas mutaciones conocidas del gen SCNIA

(GEF+2, SMEI).

B) Canales de potasio dependientes de voltaje

Existen mdltiples tipos de canales de potasio que se diferencian en
su estructura, mecanismos de activacion, mecanismos de regulacion y
farmacologfa. El amplio conocimiento de estos canales se debe al esfuer-
zo del grupo dirigido por Roderick McKinnon de la Universidad Roc-
kefeller de Nueva York, quien ha sido galardonado con el Premio Nobel
de quimica del aho 2003. Desde el punto de vista de la estructura, los
canales de potasio tienen una gran variabilidad, lo que se utiliza para
realizar una primera clasificacion, en primer lugar los que contienen seis
hélices transmembranares, con la invaginacion que forma parte del poro,
se requieren cuatro de estas unidades para formar el tetramero funcio-
nal, de hecho la estructura es similar a uno de los subdominios de la
subunidad alfa del canal de sodio o calcio (Morais-Cabral et al., 2001;
Yellen, 2002; Jiang et al., 2003). Existen otros constituyentes del canal
de potasio que son aparentemente mucho mas simples, pues contienen
solamente dos hélices transmembrana y los elementos del poro, asi como
otros con cuatro hélices en donde existen dos elementos para formar el
poro. Estos canales de potasio, aparentemente mas simples, suelen estar
unidos a elementos reguladores de gran tamaho, baste recordar aqui los
canales de potasio dependientes de ATP que regulan la secrecion de
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insulina en las células beta pancreéticas, los cuales son regulados por la
subunidad de gran tamaho sensible a las sulfonilureas hipoglucemiantes
y todos sus anélogos.

Centrandonos en los canales de potasio con mas interés en las epilepsias,
nos encontramos con los canales dependientes de voltaje denominados Ko y
los denominados KCNQ. Todos ellos tienen una estructura 6 hélices trans-
membrana y un elemento formador de poro, necesitando formar un tetramero
para ser funcionales. La familia de canales de tipo Kv contiene muchos
miembros, pero hasta el momento para el Gnico que se ha encontrado
una relacion con posibles convulsiones, es el KCN1A, que se encuentra

Estructura molecular de los canales de potasio
dependientes de voltaje

Senzor de
valiaje

1;4
WY
N C

Mutacicnes impottantes en epilepsias

Genes:
- KCNQ2Z y KCNQ3 — corvulsiones benignas neanatales (BENS)
-KCMNA1 - ataxias episodicas tipo 2 {EA)

Figura 4.—Estructura molecular del canal de potasio dependiente de woltaje.
Es importante sefalar la gran diversidad de canales de potasio existentes en nuestro organismo. La
clasificacion se realiza segiin el niimero de hélices transmembrana y elementos formadores de poro.
En las epilepsias familiares, por el momento, solamente se han demostrado mutaciones en los canales
de potasio dependientes de woltaje que tienen una estructura general de seis hélices transmembranares
y un elemento formador de poro por subunidad, necesitandose cuatro de estas subunidades para
formar un canal funcional. Los genes para los que se han encontrado mutaciones son el KCNIA
vy los de la familia KCNQ (KCNQ2 y KCNQ3).
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implicado en la recuperacion del potencial de accion, la pérdida de
funcion de este canal se traduce curiosamente en una entrada méas pro-
longada de sodio, al no poder contrarrestar la entrada de este i6n (Bier-
vert et al., 1998). En ratones con inactivacion dirigida especificamente
a este gen se producen convulsiones espontaneas desde escasas semanas
de vida hasta el final. En humanos las mutaciones de este gen resultan
en episodios de ataxia y una predisposicion a sufrir convulsiones, aun-
que no se observan las crisis convulsivas repetidas en las epilepsias
clasicas. El otro tipo de canales KCNQ, es también una amplia familia,
cuyos miembros tienen la caracteristica de controlar la excitabilidad
neuronal a través de la corriente denominada de tipo M, que controla
el limite inferior del umbral para excitar la membrana y la respuesta
sinptica (Avanzini y Franceschetti, 2003). Curiosamente la corriente
se denomina M, porque la muscarina, agonista de los receptores me-
tabotropicos de acetilcolina de ese tipo, eran capaces de inhibir la ac-
cion de estos canales. De entre los miembros de la familia de canales de
potasio KCNQ), son el KCNQ2 y KCNQ3 para los que se han encontrado
mutaciones que resultan en la aparicion de las denominadas convulsiones
neonatales benignas de origen familiar.

C) Canales de calcio dependientes de voltaje

Los canales de calcio dependientes de voltaje (CACN) tienen una
estructura similar a la de los canales de sodio dependientes de voltaje,
con una subunidad ol de gran tamaho, conteniendo cuatro dominios,
cada uno de ellos con seis hélices transmembrana y un elemento forma-
dor de poro, esta subunidad es el eje central del canal, al que se pueden
unir otras tres subunidades auxiliares, que son las B, ¥, y la a29. De cada
una de estas subunidades existen varios genes, cuyos productos proteicos
al combinarse originan un gran ntmero de isoformas del canal, cada
una con propiedades y localizacion tisular especificas.

La familia de la subunidad ol contiene al menos ocho genes dife-
rentes, y la nomenclatura actual de los genes es la de CACNAL, a lo
que se ahade una letra posterior para designar el miembro de la familia:

CACNAI1A, CACNAI1B, CACNAIC, etc... En el cerebro son especial-
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mente relevantes las subunidades ol que son el producto proteico del gen
CACNAIA que origina los canales de calcio denominados tipo P/Q. La
proteina de la forma P vy la de la forma Q proceden del mismo gen por
procesamiento alternativo del ARN mensajero (Beam, 1999). Es en esta
subunidad donde se han realizado méas cambios para producir modelos
experimentales en raton, y muy exitosos, aunque en humanos es mas
dificil de analizar, sobre todo teniendo en cuenta la complejidad de la
sefal de calcio y sus multiples funciones como mensajero intracelular.
En humanos, anomalias en este gen producen una amplia variedad de sinto-
mas, segin cudal sea el aminoacido cambiado, y van desde migrana y ataxia
hasta epilepsia. Mutaciones en este ggn CACNAIA parecen ser la causa
mas frecuente de las epilepsias generalizadas no convulsivas, conocidas como
crisis de ausencia en nifios y adolescentes.

Otras subunidades del canal de calcio abundantes en cerebro son la
CACNAIB y la CACNAIE, de ambas se han obtenido mutantes de
raton que presentan disfunciones neurologicas y convulsiones, pero su
implicacion en las epilepsias familiares humanas es mas discutida. La
CACNAI1B codifica la subunidad central del canal de calcio voltaje
dependiente conocido como canal de tipo N (neural), justamente uno
de los mas abundantes en la terminal sinaptica. La subunidad
CACNALIE forma los canales R/T y su funcion estd menos delimitada.
Sorprendentemente veremos més adelante que la farmacologia antiepi-
léptica actual dirigida a los canales de calcio, tiene en el canal tipo T
su diana preferente.

No podemos olvidar que el canal de calcio tiene otras subunidades
auxiliares, tanto en la misma membrana plasmatica, como en la parte
citoplasmatica de la célula. En modelos de raton, la alteracion de algu-
na de estas subunidades lleva a la aparicion de convulsiones y otras
anomalfas neurologicas. En un amplio estudio en humanos con epilepsias
generalizadas suaves con crisis de ausencia y escasas convulsiones se han
localizado anomalias en el gen CACNB4, que codifica la subunidad intrace-
lular B tipo 4 que modula la apertura de los canales de calcio.

Una excelente revision en castellano dedicada a la importancia de
los canales de calcio en ataxia y epilepsia es la reciente publicacion de

Sandoval-Romero y Félix-Grijalva (2003).
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D) Canales de cloruro. Receptores GABA

Aunque existen varias familias de canales de cloruro, a efectos de
desarrollar epilepsias solamente nos interesan los receptores de GABA,,
que son canales de cloruro operados por ligando. El ligando que abre el
canal es el acido y-amino-butirico, denominado GABA, el cual es un
transmisor nervioso muy abundante en el sistema nervioso central, que
se produce a partir del 4cido glutdmico por descarboxilacion del grupo
inicial. La apertura del canal permite la entrada de iones cloruro, lo que
incrementa la carga negativa interna con respecto al medio extracelular,
lo que resulta en un incremento del potencial de membrana. Esta hiper-
polarizacion hace mas dificil la estimulacion neural y el inicio de un po-
tencial de accion, por ello se dice que el GABA es un neurotransmisor
inhibidor.

El receptor ionotropico GABA , tiene una estructura pentamérica,
entrando en la composicion tres tipos de subunidades distintas, las o, B,
y v, de cada una de ellas existen varios miembros que constituyen una
familia. Los genes de las subunidades o se denominan GABRA y un
namero para indicar el subtipo, para la subunidad B se denominan
GABRB y un namero para indicar el subtipo, y de idéntico modo para
los genes de la subunidad y se denominan GABRG. La composicion de
los receptores en cerebro es muy diversa y depende de la etapa del
desarrollo, del tipo neural, e incluso de la zona de la célula, siendo
diferentes los receptores presentes en el soma neural, a los localizados
en las dendritas, o en la zona pre o post-sinaptica. La abundante presen-
cia en cerebro de los subtipos de las subunidades al, B2, B3,y y2, del
receptor GABA, indujeron a realizar un estudio masivo de sus posibles
mutaciones en familias con epilepsia hereditaria. Las primeras mutaciones
encontradas correspondian a familias australianas y francesas con crisis ge-
neralizadas inducidas por fiebre (GEFS+3), en las cuales se encontraron
diversas mutaciones en la subunidad 2, que es el producto proteico del gen
GABRG?2. En otro tipo de epilepsia conocido como sindrome de Angelman,
la subunidad afectada es la B3, que es el producto del gen GABRB3. Recien-
temente se han encontrado mutaciones en la subunidad ol , que es el produc-
to del gen GABRAI. Estas mutaciones se han encontrado en pacientes que
sufren epilepsia mioclonica juvenil (JME) que se transmite de modo autoso-
mico dominante y afecta aproximadamente al 7% del total de adolescentes y
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pacientes adultos con epilepsia generalizada (Cossette et al., 2002; Wallace,
2002; Avanzini y Franceschetti, 2003).

Otro aspecto de los receptores de GABA, que apenas se ha estudia-
do es la posible relacion de los receptores metabotropicos GABA, con

Canales iénicos operados por ligando
N

Receptor GABASrgicn (G Receptor Purinérgica (MatCa')

Figura 5.—Canales ionicos operados por ligando: Principales familias.

Las anomalias en los canales ionicos operados por ligando, también conocidos como receptores
ionotropicos, pueden producir epilepsias de origen familiar. Entre los receptores mejor conocidos
estan los receptores ionotropicos de acetilcolina, conocidos como receptores nicotinicos. Estos
receptores son generalmente heteropentaméricos, vy dejan pasar Na* y Ca®* con diferente selectividad
segiin las subunidades que los compongan. Las mutaciones correspondientes al receptor nicotinico

fueron las primeras descubiertas en la epilepsia de origen familiar.
Los receptores ionotropicos de GABA son muy similares estructuralmente a los nicotinicos, aunque
su permeabilidad es exclusiva para el ion cloruro, que son los receptores controlados por el neuro-
transmisor GABA. Se conocen epilepsias familiares donde estan mutadas las subunidades del recep-

tor ionotropico de GABA (GABA,).
A pesar de la importancia de los receptores ionotropicos de glutamato (AMPA, Kainato vy
NMDA), no se conocen anomalias genéticas relacionadas con la epilepsia familiar, aunque si con
el incremento de su funcionalidad en reorganizaciones neuronales post-traumaticas.
Los receptores ionotropicos de ATP, purinérgicos P2X, son los recién llegados al mundo de los
neurotransmisores, por el momento no se conocen anomalias relacionadas con la epilepsia en esta
amplia familia.
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la epilepsia. Estos receptores son de siete hélices transmembranares aco-
plados a proteinas G, su localizacion es ampliamente presinaptica, en
donde modulan los canales de potasio, incrementando su conductancia,
de este modo la entrada de calcio a las terminales se reduce. La dismi-
nucion en la entrada del i6n calcio reduce a su vez la liberacion exo-
citotica de los neurotransmisores. Se puede pensar que una alteracion
en estos receptores GABA, podria eliminar el efecto modulador nega-
tivo y ser una causa potencial de epileptogénesis. Por el momento no se
han encontrado mutaciones especificas, pero son imaginables en el es-
quema general del control siniptico. Recientemente se ha descubierto
que los receptores GABA; son poderosos moduladores de la respuesta
de receptores ionotropicos presinapticos de ATP (P2X) y de dinucleo-
tidos (receptores de Ap5A), lo cual es un nuevo factor a tener en
cuenta en futuros estudios de sensibilidad sinaptica y facilitacion del

estimulo (Gomez-Villafuertes et al., 2003, 2004).

Finalmente la accion sobre receptores de GABA requiere la libera-
cion de este neurotransmisor de sus neuronas especificas. Las neuronas
GABAérgicas tipo 2 son muy abundantes en el cortex, y controlan
negativamente la actividad de las neuronas piramidales, de hecho an-
tagonistas del receptor GABA,, como la bicuculina, picrotoxina y pe-
nicilina, son agentes epileptogénicos que se usan en experimentacion
animal. En el cortex de pacientes con epilepsias refractarias a los farma-
cos se ha encontrado en algunos casos un ntimero reducido de neuronas
GABAérgicas, también es posible que en otros tipos de epilepsias sean
los circuitos GABAérgicos del cerebro medio y ganglios basales los que
tengan una hipofuncion. Este nuevo elemento de una reduccion en los
niveles de GABA es un concepto importante, pues se empiezan a asociar las
epilepsias no solamente con fallos a nivel de la membrana y sus componentes
excitables, sino con niveles cuantitativos del propio transmisor debido a un
menor nitmero de neuronas por fallos en el desarrollo de las propias neuro-
nas, por factores troficos y/o morfogenéticos. De este modo, un sector de las
las epilepsias entrarian en el amplio grupo de enfermedades asociadas con
fallos en el desarrollo neural.
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E) Receptores ionotropicos de acetilcolina. Receptores nicotinicos

Los receptores ionotropicos de acetilcolina fueron los primeros pu-
rificados de los canales operados por ligando. Son estructuras pentamé-
ricas con una amplia variedad de subunidades. Los receptores nicotini-
cos cerebrales contienen fundamentalmente las subunidades o3y o4
combinadas con la B2, también muy abundante en cerebro son los re-
ceptores pentaméricos constituidos por cinco subunidades o7, son por
tanto homoméricos. Los receptores nicotinicos neurales son permeables
fundamentalmente al i6n calcio y en menor medida al sodio y potasio,
al contrario de los receptores nicotinicos de la unién neuromuscular.
Mutaciones en las subunidades del receptor nicotinico o4 y B2, codificadas
en los genes CHRNA4 y CHRNB2, han sido encontradas en la epilepsia
transmitida de modo autosomico dominante conocida como epilepsia noctur-
na del lobulo frontal. La mutacion del gen CHRNA4, que produce la subu-
nidad o4, tiene el privilegio de haber sido la primera mutacion descubierta
para la epilepsia humana (Steinlein et al., 1995; Meisler et al., 2001).
Estas mutaciones se traducen generalmente en una menor velocidad de
inactivacion y mayor entrada de calcio.

Otro aspecto importante es que estos receptores nicotinicos se
pueden encontrar localizados en la zona presinaptica, junto con recep-
tores ionotropicos de ATP, y realizar un bucle estimulacion/secrecion
continuo, sin control, en las neuronas colinérgicas (Dfaz-Hern4andez

et al., 2002).

F) Receptores ionotropicos de aminoacidos excitadores

Los aminoacidos glutamico y aspartico, sobre todo el acido glutami-
co, son los principales aminoacidos neurotransmisores excitadores de
practicamente todas las 4reas cerebrales, incluido el cortex. Existen
muchos subtipos de receptores de glutamato, en primer lugar la gran
subdivision entre receptores metabotropicos e ionotropicos. Los recep-
tores metabotropicos, a pesar de su gran namero y amplia distribucion,
juegan papeles moduladores y no parecen estar implicados en la epilep-
sia, 0o en todo caso de un modo muy indirecto. Por el contrario, los
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receptores ionotropicos han recibido especial atencion en las epilepsias,
ya que entre las toxinas mas eficaces para producir convulsiones y ge-
nerar modelos epilépticos, se encuentran el kainato, domoato, AMPA,
NMDA y toda una serie de agonistas de estos receptores ionotrdopicos
de glutamato, sirviendo incluso como herramientas eficaces para carac-
terizar y clasificar estos receptores.

Los receptores ionotropicos de glutamato se clasifican en tres fami-
lias AMPA, kainato y NMDA. Cada una de estas familias esta consti-
tuida por una serie de subunidades especificas, que se asocian para for-
mas el poro del canal i6nico. Los genes de la familia AMPA se
denominan GluR1, GluR2, GIuR3 y GluR4. Los genes de la familia
Kainato son los GluR5, GluR6, GluR7, que presentan una marcada
homologfa con los anteriores y ademas los genes KA1 y KA2, que para
ser funcionales necesitan interaccionar con los anteriores. Los genes de
la familia NMDA se denominan NR1, NR2ZA, NR2B, NR2C, NR2D y
el NR3A, es probable que todos los receptores NMDA que funcionan
en cerebro sean heteroméricos, por la combinacion de estas subunidades

(Dingledine y McBain, 1999).

Por el momento en las epilepsias familiares humanas estudiadas, no
se ha encontrado ninguna alteracion relacionada con estos genes de
receptores inotropicos de glutamato. No obstante en modelo de raton
se ha demostrado que una alteracion en el procesamiento del RNA-
mensajero de los receptores de AMPA y Kainato (GluR2 y GuR6), que
lleva a codificar en el transcrito una arginina por una glutamina (Q/R),
produce cambios significativos en las propiedades de permeacion del
poro y epilepsia severa en el raton (Meisler et al., 2001).

La distribucion de los receptores ionotropicos de glutamato es des-
igual en el sistema nervioso, y dentro de la propia neurona. La compo-
sicion de subunidades de los receptores ionotropicos determina la per-
meabilidad de los iones, su selectividad y su cinética. Los receptores de
AMPA y Kainato son permeables fundamentalmente a sodio y son los
primeros en ser activados por el agonista. Los receptores de NMDA son
permeables a sodio y calcio, pero estan generalmente bloqueados por
iones de magnesio en el interior, de modo voltaje dependiente, y sola-
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mente abren su poro idnico si la neurona ha sido previamente excitada
y despolarizada, lo que favorece la salida del magnesio del lugar de
bloqueo.

Los receptores de NMDA tienen un especial interés en la epilepsia
inducida de modo suave. La razon estriba en que no es la alteracion de
uno de sus genes lo que produce la epilepsia, sino la estimulacion suave y
repetida de ciertas zonas. El modelo mejor conocido es el de la estimula-
cion de la zona media del cortex temporal, en donde las fibras que for-
man las conexiones entre diferentes zonas forman un lazo, o anillo de
reverberacion. Las zonas implicadas son, por secuencia de conexion, el
cortex entorhinal, y dentro del hipocampo el giro dentado y las regiones
CA3 y CAl, conectando con el subiculum, que conecta de nuevo con el
cortex entorhinal. Se cierra de este modo el lazo de reverberacion. Este
circuito del hipocampo tiene gran plasticidad y la posible implicacion de
esta importante cualidad en la epilepsia fue puesta de manifiesto por
Goddard, en fecha tan temprana como 1966. Este investigador demostro
que estimulaciones suaves de una zona proxima y conectada con el hipo-
campo, que es la amigdala, las cuales por si solas no inducian epilepsia,
conducfan gradualmente a una gran susceptibilidad de sufrir epilepsia y
eventualmente a crisis espontaneas. Este tipo de condicionamiento
y modelo se conoce como «kindling effect» y ha sido ampliamente estudia-
do (Goddard, 1969). El descubrimiento de este efecto de condiciona-
miento epiléptico (de modo suave) fue el punto de partida para los estu-
dios experimentales para definir las bases biologicas de la plasticidad
epileptogénica. Un poco mas tarde, Sutula y sus colaboradores demostra-
ron que el condicionamiento epileptogénico estaba asociado con el «re-
brote» de axones que forman el camino de las fibras musgosas, lo que
produce una reorganizacion en las conexiones sinapticas del giro denta-
do del hipocampo (Sutula et al., 1988). Estudios posteriores demostraron
que en estas nuevas conexiones habfa una gran abundancia de receptores
de glutamato del tipo NMDA, que incrementaban la eficiencia excitado-
ra del circuito nervioso. La analogfa con la epilepsia del 16bulo temporal
medial en humanos es evidente y el rebrote y crecimiento de los axones
de las células granulares del hipocampo se ha demostrado en estos pacien-
tes. Un incremento de la neurotransmision mediada por glutamato a tra-
vés del receptor de NMDA de un 10% con respecto al valor normal pue-
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de llevar a la aparicion de un foco epiléptico y crisis convulsivas de dife-
rente severidad (Mathern et al., 1999). Es importante sefialar que algunos
tipos de epilepsias en humanos se deben a descompensacion de los circuitos
neurales, estando incrementados los excitadores, y que su origen esta en la
propia plasticidad neural, tratando de regenerar o adaptarse a situaciones de
mayor exigencia en la operatividad de los propios circuitos.

Aunque posteriormente analizaremos la farmacologia para el trata-
miento epiléptico, sehalaremos aqui que las epilepsias parciales con un
foco localizado y que responden mal al tratamiento farmacologico han
sido tratadas quirGirgicamente en algunos casos (Spencer, 2002). Uno de
los casos méas habituales es la epilepsia del lobulo temporal medio. Los
estudios de neuroimagen por resonancia magnética nuclear son esencia-
les para un correcto diagnostico y se observa en todos los casos una
reduccion de la formacion del hipocampo correspondiente al hemisferio
lesionado. En la mayorfa de los casos se observa a edades muy tempra-
nas, y suelen ser posteriores a procesos febriles intensos, con probable
infeccidn virica, en otros casos es debida a tumores benignos en el 4rea,
otra posibilidad reside en una alteracion del desarrollo con migracion
andmala de las células o de sus prolongaciones axonicas. En la epilepsia
del lobulo temporal medial existe una masiva pérdida de neuronas en el
hipocampo, generalmente solo en uno de los hemisferios, y la posterior escle-
rotizacion de la zona. En esta situacion el propio tejido nervioso trata de
reorganizarse y se incrementa la formacion de glia vy el rebrote axonal de las
neuronas que han sobrevivido, reorganizando circuitos con notable incremen-
to de la neurotransmision via glutamato y receptores de NMDA.

EPILEPTOGENESIS RELACIONADA CON LA NEURONA
GABAERGICA

Hemos destacado en el apartado anterior la importancia de los re-
ceptores de GABA . Estos receptores, al permitir la entrada del ion
cloruro, evitan una despolarizacion de la membrana si el estimulo no
sobrepasa un cierto umbral y se encuentran entre las dianas mas eficaces
en el tratamiento de la epilepsia. No obstante la transmision GABAér-
gica debe de ser considerada en su totalidad, lo que incluye la funcio-
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nalidad de la neurona, desde los niveles del neurotransmisor GABA, sus
enzimas de sintesis, transportadores de membrana e incluso si existe un
déficit en el niimero de neuronas utilizando este neurotransmisor. Todos
los genes implicados en el correcto funcionamiento de la neurona GABAér-
gica son potenciales genes epileptogénicos cuando se produce su disfuncion vy
se ha demostrado mediante animales modificados genéticamente, ademas de
conocerse algunas de estas mutaciones en humanos (Noebels, 2003).

Los niveles de GABA en sus neuronas dependen en primer lugar de
su sintesis mediante la accion de la acido glutAmico descarboxilasa,
GAD. Este enzima existe en varias isoformas y es la isoforma neural,
conocida como GAD-65, la que se encuentra en las neuronas GABAér-
gicas. La disponibilidad de glutamato, sustrato del enzima, es esencial y
por ello en las neuronas GABAérgicas es muy abundante un transpor-
tador de glutamato en la membrana plasmatica conocido como EAAT1
(transportador de aminoacidos excitadores tipo 1). La disminucion del
namero de neuronas GABAérgicas también ha sido descrito como po-
sible causa de epilepsia.

EPILEPTOGENESIS RELACIONADA CON LA
MAQUINARIA EXOCITOTICA

La precision con que se transportan las vesiculas a las zonas sinapticas
vy el engranaje que permite la liberacion de neurotransmisores y su control,
sugiere que alteraciones minimas de sus cualidades puede resultar en una
defectuosa liberacion de neurotransmisores en la hendidura sinaptica y al-
terar la dinamica vy eficiencia de los circuitos neurales, generando estados
epilépticos.

Existen multiples familias de protefnas que participan en el trans-
porte de vesiculas y median su interacciéon con el citoesqueleto, limi-
tando su movilidad. Entre todas ellas citaremos una de las mas antiguas
y mejor conocidas, las sinapsinas, que anclan las vesiculas al citoesque-
leto de actina, una fosforilacion de estas proteinas por el enzima calcio-
calmodulina quinasa presinaptica permite la movilidad de las vesiculas
y su aproximacion a las zonas de anclaje exocitotico en la membrana
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presinaptica. En modelos de raton en los que se ha suprimido el gen de
la Sinapsina-1 se ha observado la aparicion de un fenotipo epiléptico,
siendo ésta la primera vez que se demostraba la implicacion de la ma-
quinaria exocitdtica en este comportamiento. Otras muchas proteinas
constituyentes de las vesiculas sinapticas, o de sus zonas de reconoci-
miento y anclaje como las SNARE, Sv2A, sinaptotagmina, sinaptobre-
vina, etc..., pueden inducir situaciones epilépticas cuando existen mu-
taciones o deleccion de sus genes. En humanos se esta a la bisqueda de
epilepsias hereditarias en donde las mutaciones residan en este grupo
de genes (Noebels, 2003).

EPILEPTOGENESIS RELACIONADA CON PROLIFERACION
Y MIGRACION NEURAL

Las anomalias en los patrones de desarrollo cortical cursan con frecuen-
cia con la aparicion de estados epilépticos y proceden generalmente de muta-
ciones en genes ligados al desarrollo en cualquiera de sus facetas: migracion,
proliferacion, diferenciacion, segmentacion, etc., aunque no todas las ano-
malias ligadas con el desarrollo neural cursan finalmente con sintomatologia
epiléptica.

Son muchos los modelos de raton en donde se ha demostrado la
importancia de un desarrollo anémalo en la generacion de estados epi-
lépticos. Este es el caso de ratones carentes del factor de transcripcion,
NeuroD/Beta2, que bloquea selectivamente la formacion de células gra-
nulares en el hipocampo.

Especial relevancia merece la hipertrofia neuronal encontrada en el
cortex de pacientes con epilepsia del lobulo temporal. En estos pacien-
tes se han encontrado mutaciones en los genes que controlan el creci-
miento celular (Bothwell et al., 2001). Las mutaciones pueden estar
presentes en genes diversos y entre ellos destacan la mutacion en el gen
pten, que codifica por una lipido-fosfatasa, que regula de modo negativo

la supervivencia a través de la fosfatidil-inositol quinasa 3 (PI3K), y de
la protein quinasa B (PKB/AKT).
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La migracion neuronal incorrecta puede ser el origen causal de epilepsias
con componente hereditario. Un ejemplo es el de la migracion andmala de
las interneuronas GABAérgicas inhibidoras del cortex, descrita en
humanos. Estas neuronas salen de la prominencia ganglionar lateral y
migran como neuroblastos hasta el cortex. La ausencia de interneuronas
inhibidoras puede ser reproducida en modelos de raton en los cuales se
ha suprimido la expresion de una proteasa extracelular (UPAR) que
hidroliza proteinas de membrana que actian como sehales de repulsion
para evitar la migracion celular (Powell et al., 2003).

Mutaciones en el gen de la proteina reelina (RELN) estan asociadas
en humanos a una migracion neural que produce un cortex cerebral liso
sin circunvoluciones, o muy reducidas, y con convulsiones epilépticas.
El gen RELN codifica una proteina de secrecion que se une a maltiples
receptores, incluyendo el receptor de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDLR), los receptores de la apolipoproteina E (ApoER?2),

receptores de integrinas, etc...

Epileptogénesis relacionada con la
proliferacién y migracién neuronal

1) Carencia de algun factor de transcripcion: NeuroD/b2
(no hay células granulares en el hipocampo).

2) Mutaciones en el gen pten que regula vias de protein-
quinasas (PI3K y PKB).

3) Migracion incorrecta gen UPAR (proteasa) y gen RELN
(reelina).

4) Genes de homeoboxes que controlan la segmentacion.

Finalmente anomalias en genes de los homeoboxes, que estan relaciona-
dos con la regionalizacion y diferenciacion terminal del neocortex producen
fenotipos epilépticos. En humanos se ha observado con el gen ARX (aris-
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taless, localizado en el cromosoma X) que se asocia con sindrome de
convulsiones mioclonicas, espasmos en la infancia y retraso mental

(Stromme et al., 2002).

ANOMALIAS EPIGENETICAS EN LA EPILEPSIA

En los apartados anteriores hemos visto que las epilepsias pueden ser
causadas por mutaciones en un gran nitmero de genes con funciones muy
diversas, pero existe la posibilidad de controlar la activacion de un gen me-
diante factores de transcripcion y activar o reprimir la presencia de una
proteina, cuyo gen es perfectamente valido. Este es el caso del sindrome de
Rett, asociado al cromosoma X, el cual incluye retraso mental y crisis
epilépticas. El gen alterado es el MECP2, que codifica una protefna
neuronal acida con multiples sitios activos que se une a secuencias en
el DNA de tipo CpG, cuando estan metiladas y generalmente en las
regiones promotoras, controlando la expresion entre otras de la histona
deacetilasa, que es capaz de remodelar la estructura de la cromatina y
la accesibilidad de enzimas para la sintesis del RNAm. En el cerebro
humano se aprecia un cortex muy delgado y escasa arborizacion y for-
macion de sinapsis, lo que sugiere que algunos genes han sido silencia-
dos durante el periodo de remodelacion neuronal (Noebels, 2003).

FARMACOLOGIA ANTIEPILEPTICA

La mayoria de los farmacos antiepilépticos han sido descubiertos por
casualidad, como ejemplo baste recordar la primera vez que se utilizo el
fenobarbital por Hauptmann, médico que tenfa a su cargo una sala
dedicada a pacientes epilépticos que sufrian crisis frecuentes. Para dor-
mir a sus pacientes, Hauptmann utiliz6 el fenobarbital, que como deri-
vado del Acido barbitarico, se habfa utilizado hasta entonces como se-
dante e hipnotico. Los pacientes durmieron muy bien y ademas pasados
los efectos hipnoticos observo que las crisis convulsivas se habfan redu-
cido notablemente tanto en incidencia como en su intensidad, per-
durando los efectos por un periodo de tiempo mas largo. Esto ocurrfa
en el aho 1911, los mecanismos de accidon del fenobarbital eran ab-
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solutamente desconocidos, hoy dia el farmaco se sigue usando y su ac-
cion potenciadora sobre el receptor de GABA,, canal de cloruro, son
conocidos.

Un importante modo de accion de los antiepilépticos es la de redu-
cir la sehalizacion repetitiva a través de los canales de sodio, o bien
aumentar la eficacia de los canales de cloruro abiertos por GABA.
Curiosamente incluso los farmacos dirigidos a la misma diana farmaco-
l6gica tienen acciones muy diversas, lo que nos indica que conocemos
muy poco de los canales idnicos, de sus posibilidades terapéuticas y de
su situacion funcional en una neurona dada. Por ello es necesario co-
nocer la relacion entre genotipo y fenotipo en los enfermos epilépticos
y poder predecir como actian los farmacos sobre los canales normales
y los canales mutados.

El conocimiento de las causas genéticas de la epilepsia y su gran
variedad obligan a la btisqueda de una farmacologia lo mas adaptada
posible, necesitando de una tipificacion mediante ensayos de gendomica
y la adecuacion del tratamiento mediante farmacogendmica. El descu-
brimiento de qué tipos muy similares de epilepsias, segin sus sintomas,
corresponden de hecho a una gran variedad de mutaciones en genes no
relacionados, da valor a la farmacologia en la que el tratamiento sinto-
matico puede servir para permitir una vida normal, en lo posible, del
paciente epiléptico.

La comprension de los mecanismos de la epileptogénesis ha puesto
de manifiesto que el conocimiento en profundidad del funcionamien-
to de los canales ionicos operados por voltaje o por ligando es esencial
para una farmacologia con menos efectos secundarios. De todos modos
no se puede olvidar que la potenciacion de los mecanismos inhibitorios,
a través de la sinapsis GABAérgica, sigue siendo una parte fundamental
de la farmacologfa antiepiléptica. La existencia de epilepsias refractarias
a todo tratamiento y su relacion con posibles alteraciones del desarrollo
del cortex cerebral, asi como con anomalfas en los transportadores de
la familia ABC, presentes en la barrera hemato-encefalica, indican tam-
bién los Iimites actuales de la farmacologia de las crisis convulsivas y las
directrices futuras para hacer frente a los nuevos retos (Loscher, 2002).
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La descripcion de los farmacos mas empleados en las epilepsias se
realizara teniendo en cuenta su mecanismo de accion y no su desarrollo
historico. Solamente cuando sea relevante se indicara el tipo de epilep-
sia, seglin sus sintomas, para la que son empleados.

Es importante destacar que la existencia de nuevos farmacos, algu-
nos de ellos introducidos recientemente y que no suponen un avance
terapéutico, sino incrementar el coste del tratamiento al estar someti-
dos todavia a una patente de la industria, asi como la situacion social
y laboral de los enfermos, ha hecho que la Comision Europea y los
miembros de la Liga Internacional contra la Epilepsia, organizaran la
EUCARE (European Concerted Action and Research in Epilepsy) que
tiene entre sus objetivos: mejorar la comprension de la epilepsia, aliviar
las consecuencias sociales de la enfermedad, promover el intercambio
de conocimiento entre todas las disciplinas que dan informacion sobre
el cuidado de los pacientes epilépticos, financiar la investigacion para
desarrollo de farmacos y control de las crisis.

Principales grupos de farmacos antiepilépticos

* Farmacos dirigidos a canales dependientes de voltaje.

» Farmacos dirigidos al receptor de GABA, tipo GABA,
(canal de CI).

* Farmacos dirigidos a potenciar los niveles de GABA 'y
la funcionalidad de la neurona GABAérgica.

« Otros
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FARMACOS ANTIEPILEPTICOS QUE ACTUAN SOBRE
LOS CANALES DE SODIO

Los farmacos que act@ian sobre los canales de sodio voltaje depen-
dientes tienen acciones muy diversas y son bien conocidos como anes-
tésicos locales, antiarritmicos y anticonvulsivos, que es la razon de su
estudio en este capitulo. Estudios recientes muestran que estos com-
puestos pueden servir como poderosos citoprotectores en modelos de
isquemia cerebral, hipoxia, o trauma cerebral, por lo que su interés en
farmacologfa ha ido en aumento.

Como hemos senhalado en el apartado dedicado a la epileptogénesis
debida a fallos en los canales de sodio voltaje dependientes, es de des-
tacar que existen multiples genes de las subunidades de estos canales y
que solamente algunos se expresan en el sistema nervioso central. Entre
las subunidades o que forman el poro son las SCN1A, SCN2A, SCN3A
las mas abundantes y en mucha menor medida la SCN8A, entre las
subunidades moduladoras la B1, codificada en el gen SCNI1B, es tam-
bién abundante en la zona postsinaptica donde modula las subunida-
des o El fallo de las subunidades citadas produce episodios epilépticos
familiares, con convulsiones generalizadas e inducibles por fiebre, las
conocidas como GEF+. En todos estos casos existe un incremento en la
entrada de sodio, mediante diversos mecanismos que llevan o bien a
una inactivacion mas lenta, o un periodo refractario mas corto, lo que
puede favorecer la aparicion de un tren de potenciales de accion, con
descarga rapida y sincronizada.

El conocimiento de la base genética que sustenta la anomalia funcional
hace surgir una pregunta esencial: ;Si los canales de sodio afectados en cada
epilepsia son diferentes, se podria confeccionar una farmacologia especifica
para cada canal? La respuesta es si, pero no existe por el momento, y los
farmacos que actiian sobre los canales de sodio hacen muy pocas o nulas
diferencias entre ellos. No se puede ocultar que la tarea es dificil e incluso
las toxinas del reino animal que hacen unas diferencias exquisitas y se
emplean para caracterizar los distintos canales de calcio, no han diver-
sificado sus cualidades de modo tan eficiente con los canales de sodio.
Para ilustrar lo anteriormente dicho, baste citar que todos los canales de
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sodio son inhibidos por tetrodotoxina y todos los presentes en cerebro
lo son ademas por la saxitoxina.

No obstante, no todo podfa ser negativo y ya hay algdn motivo de
esperanza, como es el desarrollo de un inhibidor méas especifico para el
canal de sodio SCN5A, fundamentalmente cardiaco. Este canal esta
mutado en el sindrome de Brugada, y tiene una recuperacion muy lenta,
lo que permite una prolongada entrada de sodio en los cardiomiocitos,
que es su lugar especifico de expresion. Los canales de sodio son todos
inhibidos por el anestésico local lidocaina, que se une a la hélice 6 del
[V dominio de todos los subtipos, pero curiosamente en la mutacion de
Brugada donde se cambia D1790G, la lidocaina es poco eficaz. Después
de mucho trabajo se ha caracterizado otro inhibidor, la flecainida, que
ha resultado mucho mas eficaz y especifico, permitiendo un tratamiento
del sindrome con menos riesgos (Abriel et al., 2000). Es posible que en
un futuro cada una de las respectivas mutaciones disponga de farmacos
mas especificos, aunque para cada tipo de mutacion tendra que desarro-
llarse una farmacologia diferente.

Una vez analizadas las dificultades para desarrollar una farmacologia
individualizada, se comprende mas facilmente que los tratamientos exis-
tentes no hagan por el momento diferencias entre los canales de sodio
y que durante el tratamiento con farmacos dirigidos al canal de sodio se
puedan producir efectos secundarios multiples no deseados.

Derivados de hidantoinas. Uno de los mas empleados es la fenil-
hidantoina (fenitoina), de hecho es un derivado difenilhidantofna y
se le conoce con los nombres comerciales de dilantin y diphenylan. Este
farmaco es eficaz en todo tipo de convulsiones parciales y tonicocloni-
cas, aunque es poco eficaz en las epilepsias generalizadas con crisis de
ausencia.

La fenilhidantoina fue sintetizada en 1908, pero hasta 1938 no se
empled como antiepiléptico, y su empleo fue el resultado de una buas-
queda sisteméatica para paliar las convulsiones inducidas mediante elec-
troshock.

36



Epilepsias

La accion anticonvulsivante de la fenilhidantoina se debe a que
limita la frecuencia de potenciales de accion al retrasar la velocidad de
recuperacion de los canales de sodio voltaje dependientes que permane-
cen inactivos por un periodo de tiempo mas prolongado. El compuesto
tiene una vida media de 6-24 horas a concentraciones plasmaticas ba-
jas, pero su eliminacion no es lineal y dosis elevadas provocan un act-
mulo indeseado por saturacion de los enzimas del metabolismo, sobre
todo del CYP3A4. Este dato hace necesario un control extremo de la
dosificacion para mantener el farmaco en los niveles a cuya concentra-

Farmacos antiepiléticos dirigidos a
canales dependientes de voltaje

| Inhibidores de canales de sodio | | Inhibidores de canales de calcio
Hidantoinas Iminoestilbenos
H
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Figura 6.—Farmacos antiepilépticos dirigidos a canales dependientes de voltaje.
Los canales de sodio disponen de una amplia farmacologia de la que se han seleccionado tres de los
mas representativos, aunque existen midtiples variantes en las respectivas series de compuestos. Es
de destacar que, por el momento, no existen farmacos selectivos para los diferentes subtipos de los
canales de sodio.
La farmacologia antiepiléptica dirigida a los canales de calcio esta en pleno desarrollo y ejercen su
accion fundamentalmente sobre el canal de calcio tipo T.
Se han seleccionado solamente dos de ellos.
Es de destacar que la farmacologia antiepiléptica ha servido de base para el desarrollo de farmacos
empleados actualmente en la neuroproteccion y en el tratamiento de diversas neuralgias (p.ej., la del
trigémino) .
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cion act@a de modo selectivo sobre los canales de sodio y no de forma
inespecifica sobre todo tipo de canales y receptores de membrana.

La escasa solubilidad de la fenilhidantoina y sus problemas para
administrarlo por via intravenosa llevaron a una modificacion sinteti-
zando un profarmaco, conocido como fosfenilhidantoina, que como su
nombre indica contiene un grupo fosfato que le hace mas soluble, a este
compuesto se le conoce con el nombre comercial de cerebryx. Una vez
administrado por via parenteral, las fosfatasas inespecificas de higado y
eritrocitos lo transforman en fenilhidantoina, en un lapso de tiempo de
unos 10 minutos. Existen otras hidantofnas con accion anticonvulsi-
vante, aunque menos relevantes farmacologicamente.

Derivados de iminoestilbenos. El mas importante de todos ellos es
la carbamazepina, conocida como tegretol y carbatrol. Su uso se aprueba
en 1974 como anticonvulsivo, y desde 1960 para tratar la neuralgia del
trigémino. Estructuralmente se reacciona con los antidepresivos tricicli-
cos. Se emplea para el tratamiento de las crisis convulsivas tonicoclo-
nicas generalizadas y también de las crisis parciales. Act@ia sobre los
canales de sodio disminuyendo la velocidad de recuperacion, con lo
cual limita la eficacia de nuevos potenciales de accion y su propagacion
en la membrana neural. Es metabolizada en el higado por formacion de
un compuesto derivado epdxido y excretada conjugada con acido glu-
curdnico. El citocromo P450, que efecttia la etapa oxidativa, es funda-
mentalmente el CYP3A4 y es a este nivel que se producen las interac-
ciones con otros farmacos. Los efectos secundarios por sobredosis
implican todas las posibles manifestaciones del sistema nervioso, desde
el vértigo, ataxia, somnolencia, etc..., y se requiere cuidar al maximo la
dosificacion.

Un anélogo de la carbamazepina es la oxcarbazepina, conocido
comercialmente como trileptal, se comporta como un profarmaco y re-
quiere su transformacion en higado.

Otros moduladores del canal de sodio. En este apartado se incluye
la Lamotrigina, conocido comercialmente como lamictal, es una fenil-
triazina que ha sido aceptada como farmaco antiepiléptico en 1994. Es
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buen inhibidor de las convulsiones motoras y eficaz para bloquear la
estimulacion repetida y sostenida de las neuronas motoras. Su espectro
de actividad en los diferentes tipos de epilepsias es mas amplio que los
de la fenilhidantoina y carbamazepina.

FARMACOS ANTIEPILEPTICOS QUE ACTUAN SOBRE
LOS CANALES DE CALCIO

Los canales de calcio tienen una estructura similar a los de sodio,
con una gran subunidad central que forma el poro y varias subunidades
auxiliares. De todas las subunidades existen varios genes, lo que origina
una gran multiplicidad de formas con propiedades y localizacion tisular
especificas, como hemos visto en el apartado dedicado a la epileptogé-
nesis en relacion con los canales de calcio. En cerebro son los canales
tipo P/Q, N y T los que realizan las tareas mas importantes para con-
trolar la comunicacion sinaptica. En las epilepsias familiares se han
detectado mutaciones hasta el momento en los canales P/Q, codificados
ambos por la subunidad ol como productos alternativos del gen
CACNAL1A, pero no en los otros tipos de canales. Esta mutacion es la
causa mas frecuente de las epilepsias en nifios conocidas como crisis de
ausencia.

La posibilidad de inhibir especificamente cada uno de los subtipos
de canales de calcio es algo corriente en farmacologia, en primer lugar
por las toxinas de los caracoles marinos y otros animales, pero igual-
mente por la existencia de un poderoso armamento desarrollado por la
quimica organica, como son todas las dihidropiridinas, etc... A pesar de
la relevancia de los canales tipo P/Q, en los tratamientos actuales de la
epilepsia no se emplean farmacos especificos para este canal. Idéntica
situacion ocurre con los canales codificados por el gen CACNA1B, que
son los denominados tipo N (neural), por su papel como disparadores de
la secrecion de neurotransmisores en la terminal sinaptica.

Lo que resulta curioso, cuando se analiza, es que la farmacologia antie-
pileptica utilizada sobre los canales de calcio lo sea sobre los canales tipo T,
codificados por el gen CACNAIE. Estos canales median las corrientes de
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calcio de bajo umbral y son los menos conocidos y peor caracterizados, por
ser de dificil estudio electrofisiologico. Entre los farmacos empleados estan
el valproato, etoxusimida y zonisamida.

El valproato (4cido valproico, n-dipropilacético) comercializado con
diversos nombres, entre ellos depakene, ha sido aprobado en 1978 para
su uso en humanos. Se desarroll6 inicialmente como inhibidor del enzi-
ma degradativo, la semialdehido succinico deshidrogenasa, que incorpo-
ra el GABA, una vez desaminado, al ciclo citrico, con lo que se preten-
dfa incrementar sus niveles en la terminal sinaptica. No obstante sus
efectos a este nivel, sin ser nulos parecen ser escasos. Otros acidos car-
boxilicos de cadena ramificada parecen tener efectos similares.

Las acciones farmacologicas del valproato sobre las crisis de ausen-
cia y las convulsiones parecen ser mediadas a través de la reduccion de
las corrientes de calcio a través de los canales de bajo umbral, el ca-
nal T. El compuesto se absorbe con rapidez y se metaboliza fundamen-

talmente en higado a través de los citocromos CYP2C9 y CYP2C19, la
vida media es relativamente larga, de casi 15 horas.

Succinimidas. Destaca entre ellas la etosuximida, conocida comer-
cialmente como zarontin, es un compuesto muy utilizado para tratar las
crisis de ausencia. Otras moléculas analogas son la metsuximida (celon-
tin) y la fensuximida (milontin), que han dejado de usarse. La etosuxi-
mida reduce las corrientes de calcio de bajo umbral que son mediadas
por los canales de tipo T y la funcion la realiza fundamentalmente
en las neuronas talamicas, donde se generan la mayoria de los ritmos
de espigas que pueden alcanzar el cortex en las epilepsias generaliza-
das con crisis de ausencia, aunque no es especialmente eficaz para evitar
las convulsiones tonicoclonicas. Aunque puede ser hidroxilado en los
microsomas hepaticos, una parte significativa del farmaco se excreta por
orina sin modificar.

Zonisamida es un derivado de sulfonamida que ha sido aceptado
para tratamiento en humanos en el aho 2000, se comercializa con el
nombre de zonegran y se emplea para el tratamiento de las crisis con-
vulsivas parciales. La zonisamida inhibe las corrientes de calcio media-
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das por los canales tipo T. Es un farmaco que se absorbe muy bien por
via oral, tiene una vida media muy larga, lo que facilita la dosificacion
oral, ademas es un farmaco robusto, ya que en un 80% se elimina por
orina sin metabolizar. El compuesto metabolizado lo es fundamental-
mente en higado por el citocromo CYP3A4.

FARMACOS ANTIEPILEPTICOS QUE ACTUAN SOBRE EL
SISTEMA GABAERGICO

La farmacologia desarrollada para potenciar el sistema GABAérgi-
co, que es la neurotransmision inhibidora por excelencia en el sistema
nervioso central, ha cosechado notables éxitos en el tratamiento de la
epilepsia. Con los farmacos que actiian potenciando el sistema GABAérgico
se pueden hacer dos grandes grupos segiin su mecanismo de accion: 1) Far-
macos que incrementan los niveles de GABA funcional, tanto dentro de
la neurona, como en el espacio extracelular, y 2) farmacos que potencian la
respuesta de los receptores ionotropicos de GABA, conocidos como recepto-

res GABA,.

A) Farmacos antiepilépticos que incrementan los niveles

de GABA funcional

Para comprender el mecanismo de accion de los antiepilépticos que
incrementan el GABA funcional, la biologfa celular de la neurona
GABA¢érgica debe de ser contemplada en su totalidad. Existen epilep-
sias familiares en donde se han detectado mutaciones en los genes re-
lacionados con la sintesis y almacenamiento de GABA, o incluso que
resultan en un namero reducido de neuronas GABAérgicas. Sea cual
sea la situacion genética de partida y esté o no relacionada con los
niveles de GABA, este tipo de farmacos tratara de optimizar el GABA
disponible generado por el propio cerebro del paciente epiléptico. Para
esta optimizacion se puede ralentizar la degradacion a nivel de la
GABA-transaminasa, o bien bloquear el transporte especifico de GABA
a nivel de las terminales presinapticas, inhibiendo el transportador de
la membrana plasmatica.
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Farmacos antiepilépticos dirigidos a
receptores y niveles de GABA

‘ Efectores del receptor GABA , ‘
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Figura 7.—Farmacos antiepilépticos dirigidos al sistema GABAérgico.
La farmacologia antiepiléptica dirigida a potenciar la neurotransmision inhibitoria mediada por el
sistema GABAérgico, es la mas desarrollada y de la que se conocen mejor las claves de accion. Los
farmacos son muy diversos, pero pueden agruparse segim el lugar y el mecanismo de accion. En
primer lugar, el gran grupo de los que actiian como activadores alostéricos del canal de cloruro,
el receptor GABA,, entre los que destacan los barbitiricos y las benzodiazepinas. Otro gran
grupo lo constituyen los inhibidores del enzima de degradacion del GABA, la GABA transamina-
sa, destacando entre ellos la vigabatrina, que fue uno de los primeros farmacos con disefio racional.
Otro modo de aumentar los niveles de GABA en la sinapsis es inhibir su transportador de la
membrana plasmatica, destacando entre ellos la tiagabina. Otros farmacos tienen acciones menos
precisas y pueden actuar sobre receptores y enzimas, es el caso de la gabapentina y en otro contexto
del topiramato que al parecer actira sobre los receptores de GABA y también sobre canales depen-
dientes de woltaje.

Inhibidores de GABA-transaminasa

La GABA-transaminasa pertenece a la familia de las ®-transamina-
sas. Su reaccion es esencial para finalizar el efecto neurotransmisor del
GABA, al que transforma en semialdehido succinico, para que una vez
oxidado entre en el ciclo citrico.

Los inhibidores de la GABA-transaminasa son en su mayorfa analo-
gos del sustrato a los que se ha ahadido un grupo reactivo, generalmente
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alquilico con dobles o triples enlaces, o derivados halogenados. Al reor-
ganizar la posicion del doble enlace durante la etapa enzimatica, el sus-
trato se queda unido covalentemente al centro activo del enzima y mas
concretamente al grupo funcional que es el fosfato de piridoxal, PLP.

El y-vinil-GABA conocido comercialmente como wigabatrina, o sa-
bril, se encuentra entre los inhibidores de la GABA-transaminasa de
diseho que tuvieron un amplio uso y también entre los mas antiguos de
la farmacologfa. Actualmente su empleo estd decayendo por existir una
mas amplia oferta de farmacos, pero sigue siendo valido y de bajo coste.

El acido valproico (N-dipropil-acético), ya citado en los canales de
sodio, fue inicialmente sintetizado como inhibidor de la semialdehido
succinico deshidrogenasa.

Tiagabina, farmaco conocido con el nombre comercial de gabitril, es
un derivado del 4cido nipecotico. Su uso como farmaco en el tratamien-
to de las crisis convulsivas parciales fue aceptado en 1998. Su mecanis-
mo de accion estda basado en sus propiedades como inhibidor del trans-
portador de GABA neural, conocido como GAT-1, que se encuentra
distribuido en neuronas y glia. El resultado es un incremento de los
niveles de GABA a nivel sinaptico y extracelular en general, permi-
tiendo a este neurotransmisor un mayor tiempo de acciéon sobre sus
receptores. Se puede administrar por via oral y en higado es el CYP3A4,
su principal enzima degradativo.

Gabapentina, conocida comercialmente como neurontin, procede
de los analogos del GABA, en este caso un derivado ciclico. Modifica-
cion que es corrientemente utilizada en farmacologfa para dar estabili-
dad vy resistencia a la estructura de la molécula y mejores posibilidades
de permeacion. Aunque se sintetizd como un analogo de GABA vy se
esperaban propiedades multiples y redundantes, tales como: accion so-
bre receptores tanto GABA , como GABA;, accion sobre transportado-
res, y accion sobre enzimas de degradacion. El resultado ha sido un
compuesto con pocas acciones bien definidas y se cree que incluso podria
favorecer la salida del GABA vesicular, actuando sobre el transportador
vesicular que lo almacena. Curiosamente en estos Gltimos ahos se ha
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producido un incremento espectacular de su uso, no solamente en epi-
lepsia parcial o generalizada, sino también en el tratamiento de la mi-
grana, dolor cronico y trastorno bipolar no siempre absolutamente jus-
tificado. Es un farmaco robusto, que se absorbe bien por via oral y se
excreta practicamente sin metabolizar, es ademas bien tolerado, debido
en parte a la ausencia de metabolismo, por lo que no crea interferencias.

No obstante es importante destacar que la gabapentina esta desde
hace un par de ahos en el ojo del huracan, y que la compania farmacéu-
tica Pfizer, que comprd el medicamento como parte de los activos de
Parke Davis, ha conseguido ventas de 1,8 billones de dolares US en el
ano 2000. El éxito de ventas ha suscitado una amplia y agria polémica,
con denuncias de uso y prescripcion del medicamento, incluidas denun-
cias a nivel de la FDA (Food and Drug Administration) y de los tribuna-
les que para aquellos interesados en profundizar en la condicion humana
puede resultar muy ilustrativo (Editorial Lancet Neurology, 2003).

B) Farmacos antiepilépticos que act@ian sobre receptores GABA

El receptor GABA, es un receptor ionotropico que una vez activa-
do permite el paso del i6n cloruro, resultando una hiperpolarizacion de
la neurona. La farmacologia antiepiléptica sobre este receptor no pre-
tende inhibirlo, sino activarlo, o inducir una configuracion mas eficaz
para facilitar la entrada del i6n cloruro. Este receptor contiene los sitios
de unidn para las benzodiazepinas y los barbittricos, que actian como
efectores alostéricos positivos incrementando la capacidad de entrada
de cloruro en respuesta al agonista.

En el apartado dedicado a epileptogénesis se ha hecho hincapié en
las mutaciones de genes relacionados con alguna de las subunidades del
canal de cloruro, que tiene una estructura pentamérica, entrando en la
composicion tres familias de subunidades distintas, las o, B, y v, existien-
do varios miembros de cada una de ellas. Desde el punto de vista farma-
cologico es relevante que las diferentes combinaciones de subunidades
tienen propiedades diferentes y que no todas son capaces de ligar los
mismos tipos de benzodiazepinas. Ademas la expresion de las diferentes
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subunidades en cerebro no es idéntica, lo que permitirfa un amplio aba-
nico de posibilidades susceptibles de ser explorados farmacologicamente.

El sitio de unidn de los barbitaricos se encuentra en la zona interna
del canal de cloruro y todos los receptores pueden unir este tipo de
compuestos. Este no es el caso con las benzodiazepinas, que se unen a
la interseccion de las subunidades oy, y dependiendo del tipo de com-
binacion. Entre las que unen benzodiazepinas estan los receptores que
contienen ol/y2, sitio de union denominado BZ-tipo I, que son los mas
abundantes en todas las areas cerebrales, en hipocampo, interneuronas
corticales, cerebelo, etc. Las combinaciones o2/y2, o3/y2-3, a5/y2-3,
tienen un sitio de union denominado BZ-tipo II. Generalmente los
receptores en los cuales entra en la composicion la subunidad a6, o
la 04 son insensibles a todo tipo de benzodiazepinas. La razon estriba en
que en las subunidades que reconocen benzodiazepinas existe una his-
tidina en posicion 101 de las subunidades o, mientras que las que no las
reconocen como la alfa a6, o la 04 se encuentra una arginina en esa
posicion (Wisden y Stephens, 1999).

Benzodiazepinas. Las utilizadas en el tratamiento de la epilepsia
deben de reconocer el sitio de union BZ-tipo 1. Casi todas las benzodia-
zepinas tienen propiedades anticonvulsivas, pero actualmente las mas
utilizadas son el clonazepan (klonopin) y el clorazepato (tranxene). De
modo general todas las benzodiazepinas se absorben bien por via oral,
se asocian a protefnas plasmaticas y son rapidamente redistribuidas en
los tejidos que contienen alto nivel de lipidos, que se convierten en re-
servorios del farmaco y alargan la vida media.

Topiramato (topamax), es un farmaco antiepiléptico de dificil ubi-
cacidn, pues sus dianas farmacologicas se superponen. Se han descrito
acciones sobre los receptores GABA ,, aumentando sus corrientes, pero
acciones de reduccion de la corriente de sodio también estan descri-
tas. Tiene un amplio espectro de actividad en los diferentes tipos de
epilepsias.

Barbit{iricos anticonvulsivos. Los barbittricos se unen a todos los

receptores GABA , sin excepcion. La historia de los barbitGricos como
anticonvulsivos se remonta a 1911 cuando Hauptmann ensaya el efecto
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del fenobarbital (luminal). Este barbittrico, de coste reducido, se sigue
usando vy es valido para el tratamiento de la mayorfa de las convulsio-
nes, siendo muy poco selectivo. Su accidon antiepiléptica es realizada a
concentraciones mucho mas bajas de las requeridas para producir hip-
nosis, lo que lo diferencia de la mayorfa de los barbitaricos, como es el
pentabarbital. Se metaboliza fundamentalmente en higado por los cito-
cromos CYP2C9 y CYP2C19, siendo ademas capaz de inducir sus ci-
tocromos de degradacion junto el CYP3A4 y los enzimas de glucuro-
nizacion.

El desoxibarbitairico conocido como Primidona (mysoline) es muy
similar en sus acciones al fenobarbital, ademéas en su catabolismo se
genera como metabolito activo el propio fenobarbital.

FARMACOS NEUROPROTECTORES

En el breve desarrollo expuesto aqui de la farmacologia antiepilép-
tica, hemos destacado que se pretende disminuir la capacidad de res-
puesta de una neurona haciendo uso de farmacos que reduzcan la entra-
da de sodio o calcio, o bien favoreciendo la entrada del i6n cloruro. El
resultado es siempre una disminucion en la frecuencia o la intensidad
de las respuestas.

Esta estrategia de «ralentizar las neuronas», no tiene por qué ser
exclusiva de la epilepsia y en situaciones de estrés, inducidas por escaso
aporte de oxigeno, o glucosa, al cerebro, o trauma cerebral. Cuando la
supervivencia neural estd comprometida, el empleo de farmacos neuro-
protectores puede ser una buena opcion.

Los farmacos neuroprotectores de que disponemos en la actualidad
siguen la filosoffa de los antiepilépticos, y los que mas se han desa-
rrollado son los que actan reduciendo las corrientes de entrada de
sodio y en algunos casos las de calcio. Los farmacos que bloquean la
entrada de sodio a través de los canales de sodio voltaje dependientes
son bien conocidos por sus acciones como anestésicos locales, antia-
rritmicos y anticonvulsivos. Todos ellos, a la dosis adecuada, pueden

46



Epilepsias

servir como neuroprotectores y otros muchos se han desarrollado debi-
do al interés del tema (Taylor y Meldrum, 1995). Citaremos la lido-
caina, fenitoina, carbamazepina, lamotrigina, zonisamida, riluzol, lifa-
rizina y flunarizina.

También los activadores de los canales de cloruro, generalmente
moduladores alostéricos positivos de los receptores GABA-A, han sido
profusamente empleados, incluyendo la induccion del denominado coma
barbittrico.

Otro grupo de receptores que se han incorporado a la farmacolo-
gia de neuroprotectores son los antagonistas del receptor metabotropico
de glutamato, conocido como mGlul. Estos compuestos son capaces de
proteger las células piramidales del cortex y del hipocampo de la depri-
vacion de oxigeno y glucosa. Estos receptores metabotropicos de gluta-
mato forman homodimeros y a través de proteinas Gq son capaces de
movilizar calcio después de la hidrolisis de fosfatidilinositol y formacion
del inositol trifosfato (Pellegrini-Giampietro, 2003).

El campo de la neuroproteccion fue en su nacimiento complemen-
tario al de las epilepsias por el tipo de farmacologia a emplear, pero ha
encontrado sus propios derroteros y dianas farmacologicas especificas.

INTERACCIONES DE FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

En la descripcion de los farmacos antiepilépticos, anteriormente
citados, se ha sehalado el o los citocromos implicados en su degradacion
y alguna que otra particularidad metabolica. Las interacciones de los
farmacos antiepilépticos pueden suceder entre ellos si la terapia es com-
binada, o con otras medicaciones, algunas administradas de modo siste-
matico y otras de forma puntual.

Aunque las interacciones mas notables de los antiepilépticos lo son
a nivel de la farmacocinética (absorcion, transporte, metabolismo y
excrecion), las interacciones farmacodinamicas, a nivel de las propias
dianas farmacologicas no son descartables.
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La mayorfa de los pacientes epilépticos, aproximadamente un 70%,
responden a la terapia exclusivamente con uno de los farmacos dis-
ponibles. En otros casos es necesario dar una terapia combinada para
optimizar el control de las crisis convulsivas y existen ademas epilepsias
refractarias al tratamiento, algunas de las cuales son tratadas mediante
cirugia.

INTERACCIONES FARMACOCINETICAS

Absorcion. El primer aspecto resehable es que algunos antiepilép-
ticos son capaces de inducir a nivel del DNA la expresion de proteinas
de la membrana plasméatica conocidas como transportadores ABC (por
las siglas de ATP Binding Casette). Se han identificado hasta el mo-
mento unos 30 miembros, que seglin sus elementos estructurales y
homologfa se clasifican en ocho familias. Su funcion es la de exportar
metabolitos de sehalizacion celular o destoxificacion, o los propios far-
macos que han entrado en la célula. En la farmacologia antiepiléptica
los mas relevantes son el MDR1 y el MRP1, que no deben de confun-
dirse entre si (Borst y Elferink, 2002; Lee et al., 2001).

El MDR1 (multidrug transporter 1) conocido también con el nom-
bre de glicoproteina P, pertenece a la subfamilia de transportadores
ABC denominada MDR/TAP, es una de las mejor conocidas y mas
amplias. El MDR1 es muy importante en la absorcion gastrointestinal
de farmacos, y hay estudios que demuestran que la MDR1 podrfa mediar
el eflujo o salida de algunos antiepilépticos del sistema nervioso central
a través de la barrera hematoencefalica, entre éstos se encuentran la
carbamazepina, la fenitoina, fenobarbital, lamotrigina, etc.

Polimorfismos del MDR1. El gen del MDR1 se denomina ABCB1 y
recientemente ha sido relacionado con las epilepsias resistentes al trata-
miento farmacologico. Como esta resistencia a farmacos no era especifi-
ca para un farmaco, sino para toda una amplia variedad, actuando sobre
diferentes dianas y ademas siendo metabolizados por diferentes CYP, se
dedujo que el fallo podria estar en alglin sistema com(n a todos ellos, y
se pensO que podria ser al nivel de absorcion. Los estudios genéticos com-
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parando los individuos normales y los pacientes epilépticos que respon-
den o no al tratamiento farmacologico, mostrd que existe un polimorfis-
mo en este gen ABCBI, que controla el transporte de diversos compues-
tos xenobioticos. El cambio mas comtn en los pacientes refractarios al
tratamiento antiepiléptico es el de una citosina por timina en posicion
3435 del gen. Curiosamente este polimorfismo no se traduce en pérdida
de funcion, sino en una mayor expresion de la proteina y mayor capaci-
dad de bombeo de los farmacos xenobidticos hacia el exterior (Siddiqui
et al., 2003). Aproximadamente el 30% de los pacientes refractarios al
tratamiento antiepiléptico los son debido a este polimorfismo.

Funciones del transportador MRP1. El transportador conocido
como MRP1 pertenece a la subfamilia MRP/CFTR. Es la més amplia y
hasta el momento se han identificado nueve miembros. Este transpor-
tador parece ser el responsable de la salida de la célula de multiples
compuestos anticancerosos hidrofobicos o anidnicos, los cuales han sido
previamente conjugados (glutation, sulfato, glucuronico, etc.). El trans-
portador MRP1 tiene entre sus sustratos endogenos los leucotrienos, lo
que indica su importancia en la sehalizacion mediada por los derivados
del acido araquidonico. El MRP1 es también uno de los méas abundantes
en la barrera hematoencefalica y estd presente en las células de los
endotelios vasculares de los capilares y pericitos. Permiten el paso de
hormonas esteroidicas, e incluso de sus derivados conjugados con glu-
curdnico y sulfato. Este transportador es la puerta de entrada y expul-
sion del cerebro de multiples farmacos y la eficacia de algunos trata-
mientos antitumorales se ve seriamente comprometida por los altos
niveles de este transportador que excretan el farmaco una vez que entra
en el sistema nervioso. Hay constancia de que los barbittricos y benzo-
diazepinas son sus sustratos y también otros muchos compuestos antie-
pilépticos, aunque por el momento no se han encontrado mutaciones
en pacientes refractarios al tratamiento antiepiléptico, tal vez porque
todavia estamos al inicio de este tipo de estudios.

Por esta razon la basqueda de inhibidores que impidan la salida de
algunos farmacos del interior de la célula es uno de los objetivos
de la farmacologia en sus aspectos farmacocinéticos. Actualmente
se dispone de algunos inhibidores de los transportadores MDR1 vy
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MRP1, entre estos se encuentran algunos compuestos que act@ian sobre
otras dianas farmacologicas, pero que podrian utilizarse para este
fin, son los siguientes: algunos bloqueantes de canales de calcio, como
el verapamil y similares; también algunos antagonistas de la calmo-
dulina, como la trifluoperazina. Las sustancias resehadas aqui son mas
eficaces sobre el transportador MDR1. Los inhibidores del transpor-
tador MRP1, que son muy interesantes por su importancia en la ba-
rrera hemato-encefalica, son escasamente conocidos (Ferniandez Braha

et al., 2003).

Metabolismo. Es sin duda a este nivel donde se producen las inte-
racciones mas relevantes entre todos los farmacos. Algunos antiepilepticos
como la carbamazepina, fenitofna y los barbittricos (fenitoina y primi-
dona) son capaces de inducir la expresion de los CYP, sobre todo de los
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4. Algunos de los cuales seran
utilizados en su propio metabolismo, pero otros serviran para metaboli-
zar diversos compuestos. Por ejemplo, el antiepiléptico carbamazepina
es capaz de inducir el CYP3A4, con lo que acelerara el metabolismo de

Interacciones farmacocinéticas de farmacos
antiepilépticos a nivel de los citocromos P450 (CYP)

1) Antiepilépticos que inducen la expresién de CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4: Carbamazepina, fenitoina y barbitdricos.

2) Antiepilépticos que compiten por el mismo citocromo para su
metabolismo:

+ CYP2C9: metaboliza antiepilépticos (fenitoina, fenobarbital, valproato,...)
y otros: antiinflamatorios no esteroideos, warfarina, antidepresivos,
antivirales, etc. Existen multiples polimorfismos.

+ CYP2C19: metaboliza antiepilépticos (benzodiazepinas, fenobarbital,
fenitoina,...) y otros: psicotropos, omeprazol, propanolol, warfarina, etc.
Existen polimorfismos e incluso ausencia total de actividad.

+ CYP3A4: metaboliza antiepilépticos (carbamazepina, etoxusimida,
tiagabina, benzodiazepinas,..) y otros: psicotropos, cardiovasculares,
antivirales de todo tipo, citostaticos diversos. Existen miiltiples
polimorfismos.
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otros sustratos del citocromo, como los antiepilépticos etoxusimida y
tiagabina, pero igualmente otros compuestos como los esteroides con-
traceptivos orales o los antagonistas de los canales de calcio como las
dihidropiridinas.

La caracterizacion de los isoenzimas que metabolizan los anti-
epilépticos, sobre todo a nivel de los CYP, permite predecir las inte-
racciones metabolicas. Los CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4,
son los que metabolizan el 95% de los farmacos, sean antiepilépticos
o no y entre ellos el 50-70% de los farmacos pueden ser sustratos del
CYP3A4. Es de destacar que algunos antiepilépticos pueden ser sus-
tratos de mas de un CYP.

Haciendo un breve repaso de los CYP mas relevantes, nos encon-
tramos con el CYP2C9, capaz de metabolizar los antiepilépticos feno-
barbital, fenitoina, valproato, que pueden competir entre si y con otros
sustratos como los antiinflamatorios no estereoideos como el celecoxib,
diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno, piroxicam, y otros varios como la
fluvastatina, el losartan, tolbutamida, warfarina o la zidovudina.

A nivel del CYP2C19 se metabolizan el diazepan y benzodiazepinas
antiepilépticas, el fenobarbital y la fenitofna, asi como farmacos psico-
tropos y otros muy diversos, entre ellos el omeprazol, propanolol, war-
farina, etc...

A nivel del CYP3A4 se metabolizan los antiepilépticos carbamaze-
pina, etosuximida, tiagabina, y algunas benzodiazepinas, el mismo cito-
cromo metaboliza una gran serie de farmacos psicotropos, farmacos
cardiovasculares y todo tipo de antivirales y citostaticos.

No podemos olvidar que algunos antiepilépticos son inhibidores de
los enzimas degradativos, y uno de los ejemplos mas importantes es el
del 4cido valproico, capaz de inhibir los CYP2C9 y CYP2C19, resultan-
do en una vida media incrementada para los otros sustratos de estos
citocromos (Patsalos y Perucca, 2003).

Es importante destacar que los modelos moleculares de los citocro-
mos y su interaccion con las reductasas del reticulo endoplasmatico se
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basaban en los datos obtenidos de citocromos bacterianos. Reciente-
mente se ha cristalizado por vez primera un citocromo de mamifero, el
CYP2C9 humano, que es también uno de los mas relevantes en la
degradacion de antiepilépticos (William et al., 2003).

IMPORTANCIA DE LOS POLIMORFISMOS DE CYP450
EN LA FARMACOLOGIA ANTIEPILEPTICA

Los polimorfismos de CYP450 maés relevantes en la farmacologia
entiepiléptica son los CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4, ya que son los
que metabolizan la practica totalidad de los farmacos antiepilépticos.

El CYP2C9 se encuentra localizado en el cromosoma 10, exten-
diéndose a lo largo de 50.732 pares de bases (50kb), tiene 9 exones y
unos intrones de gran tamaho, lo que justifica su gran longitud, codifi-
cando una proteina de 490 residuos de aminoacidos. Es el Gnico CYP
humano que ha sido cristalizado hasta la fecha (Williams et al., 2003).
Entre sus numerosos sustratos destacan, como ya hemos mencionado, el
antiepiléptico fenitofna y el valproato. El CYP2C9 muestra polimorfis-
mo genético tanto en la regién promotora como en la region codifican-
te, con al menos 5 SNP validados, tienen especial relevancia el
CYP2C9*2 y CYP2C9*3, ambos asociados con una marcada disminu-
cion en la capacidad metabolica de sus sustratos, comparados con el gen
normal CYP2C9*1. Otra variante ha sido solamente identificada en los
afro-americanos CYP2C9*5. El conocimiento de la capacidad metabo-
lica del paciente epiléptico puede resultar decisiva a la hora de prescibir
un medicamento adecuado, lo que no tiene por qué resultar problema-
tico dada la amplia disponibilidad actual de los antiepilépticos disponi-
bles. Este es un dato mas donde se pone de manifiesto la importancia
del analisis de polimorfismos en la farmacogenomica.

El CYP2C19 comparte un 92% de homologia de secuencia con el
CYP2C9, difiriendo solamente en 43 de los 490 residuos, se encuentran
ademas localizados muy proximos en el cromosoma 10. Sin embargo los
dos enzimas tienen una especificidad de sustrato completamente dife-
rente. El CYP2C19 muestra polimorfismo genético, siendo los mas des-
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tacados CYP2C19*2, CYP2C19*3 y CYP2C19%4, el enzima esta ausen-
te en un 3% de los caucasianos y un 20% de los japoneses. El hecho de
que los sustratos antiepilépticos de este citocromo, como la fenitoina, el
fenobarbital y algunas benzodiazepinas, no sean sustratos exclusivos y
puedan ser metabolizados por el CYP2C9 y el CYP3A4, explica que la
ausencia de este citocromo no resulte demasiado significativa en trata-
mientos con los compuestos citados.

El CYP3A4 presenta maltiples polimorfismos de un Gnico nucleo-
tido, habiéndose descrito unos 25 SNP, de los cuales hay 14 con amplia
distribucion. El gen ocupa unas 260 kb y los cambios se producen tanto
en las secuencias de sus 17 exones codificantes, como en los intrones
y en la zona promotora. Ademas puede ser procesado de modo alterna-
tivo y originar 12 transcritos diferentes, que codifican 12 isoformas del
enzima. Se conocen 6 promotores alternativos y 5 exones que pueden
ocupar el Gltimo lugar sin solapamiento. Es pues un gen extraordinaria-
mente complejo, que puede dar lugar a una gran variedad de proteinas
con funciones variadas, que pueden o no solapar entre si.

El CYP3 A4 es el que méas farmacos antiepilépticos metaboliza, des-
tacan entre sus sustratos la carbamazepina, etosuximida, tiagabina, y
algunas benzodiazepinas, como hemos anteriormente sehalado. Es por
tanto importante conocer cdmo se encuentra el sistema de degradacion
en el paciente epiléptico, teniendo en cuenta que no solamente se da
el caso de pérdida de activivad, sino que también se pueden dar casos
de un aumento de la actividad funcional.

El CYP3 A4 considerado normal es el CYP3A4*1 (tipo silvestre), de
este alelo se conocen 6 variantes de un tGnico nucledtido (SNP) con
modificaciones en la secuencia no codificante, las cuales reciben una
letra después del namero 1: CYP3A4*1A, B, C, D, E, F. Todas estas
modificaciones no repercuten en la actividad de la protefna una vez
expresada. No obstante el alelo CYP3A4*17 tiene un cambio de una
fenilalanina por serina que origina una disminucion de la actividad. Por
el contrario, el CYP3A4*18 tiene una sustitucion de leucina por pro-
lina en el aminoacido de la posicion 293, lo que produce un notorio
incremento de la actividad para la mayorfa de los sustratos, cuando se
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efectian los estudios in vitro. Frente a estas situaciones tan diversas es
necesario tener en cuenta el antiepiléptico seleccionado para el trata-
miento y la dosis a la que se debe de administrar.
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Enfermedades neurodegenerativas

INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas suelen presentar manifesta-
ciones clinicas diversas, lo que sirve de base para su denominacion, no
obstante presentan una serie de aspectos comunes. En primer lugar,
todas ellas suelen comenzar su sintomatologia hacia la década de los
cincuenta o posterior; pueden presentar un componente familiar domi-
nante o predisposicion, o ser esporadicas; siendo igualmente coman la
presencia de depositos proteicos, con estructura repetitiva o polimérica,
tanto dentro como fuera de las neuronas. En nuestra poblacion anciana
las de mayor incidencia son la demencia asociada a la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de las neuronas
motoras, conocida como esclerosis lateral amiotrofica, también aunque
con menor incidencia estan la enfermedad de Huntington, varios tipos
de demencia frontotemporal (enfermedad de Pick, etc.) y las enferme-
dades neurodegenerativas por priones (Creutzfeldt-Jacob, etc.).

Los avances en biologfa molecular de la aGltima década han permi-
tido identificar una serie de genes relacionados con la patogénesis y
desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas, facilitando su diag-
nostico y anélisis epidemiologico. Estos estudios incluyen los factores de
riesgo y genes que confieren susceptibilidad a padecer la enfermedad.
Los efectos devastadores de estas enfermedades, sobre el propio paciente
y su entorno familiar y social, hacen que sean de las méas costosas a la
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sociedad. Este aspecto junto con el incremento de su incidencia, debido
a la prolongacion de las expectativas de vida, hace que los ciudadanos
sean especialmente sensibles a todo lo referente a la aparicion, evolu-
cion y tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas y que se
haya convertido en un tema objeto de investigacion prioritaria en todas
sus facetas.
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CAPITULO 2

Enfermedad de Alzheimer

ASPECTOS GENERALES

Existen maltiples tipos de demencia, siendo la de Alzheimer y la
asociada con enfermedades cerebro vasculares las mas frecuentes, pu-
diendo ser coincidentes en algunas personas. Otros tipos de demencia
incluyen la demencia asociada a Parkinson, la demencia frontotempo-
ral, el alcoholismo en sus Gltimas etapas, la intoxicacion por drogas, la
debida a infecciones como sifilis y virus del SIDA, tumores cerebrales,
déficits vitaminicos, etc. El diagnostico correcto de la enfermedad de
Alzheimer es dificil, aunque actualmente se dispone de marcadores
genéticos que suelen ser muy tiles en el diagnostico de los casos fami-
liares con aparicion precoz. En ausencia de estos marcadores el diagnos-
tico clinico se basa en la observacion de ciertos sintomas como la pér-
dida de memoria de acontecimientos recientes y de la capacidad de
razonar y de manipular objetos cotidianos. La progresion de la enferme-
dad, que difiere enormemente de unos individuos a otros, lleva a una
pérdida completa de la capacidad cognitiva, con total apatia emotiva y
desconexion del entorno, siendo la pérdida de las capacidades motoras
una de las Gltimas en manifestarse, en algunos casos el diagnostico
exacto solo se establece después del fallecimiento. La prevalencia de la
enfermedad, es decir, el tiempo de vida del paciente una vez diagnos-
ticado varfa considerablemente, entre dos y veinte afos. La incidencia



M. Teresa Miras Portugal

de la enfermedad de Alzheimer varfa con la edad incrementandose un
1% por cada afo de vida desde los sesenta y cinco a los setenta, y
aproximadamente 6% por cada aho mas de vida desde los ochenta. Para
los pacientes con edad superior a sesenta y cinco anos la enfermedad de
Alzheimer representa la octava causa de muerte y afecta entre un 10 y
30% de la poblacion mayor de ochenta y cinco ahos. Esta disparidad en
el porcentaje de afectados depende de si se incluyen o no las formas
menos severas de la enfermedad. Estos porcentajes de incidencia y pre-
valencia dependen de las fuentes consultadas y cada una da diferentes
valores, lo que indica también los limites borrosos que existen para
diagnosticar la enfermedad de Alzheimer (Martinez-Lage y Moya-Mo-
lina, 2002; Mayeux, 2003). La Asociacion Espanola de Alzheimer indi-
ca que existe un 4,3% de la poblacidon mayor de sesenta y cinco ahos
que padece la enfermedad en nuestro pafs.

ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS

Desde el punto de vista de la fisiopatologfa, la enfermedad de Alzhei-
mer se caracteriza por atrofia notable de la corteza cerebral, con apari-
cion de las placas seniles, que son acimulos de la proteina B-amiloide
junto con otras menos significativas, en el exterior de las neuronas. En
el interior de las neuronas aparecen otros aciimulos conocidos con el
nombre de ovillos 0 marahas neurofibrilares. La abundante presencia
de las placas de amiloide en el cerebro de los enfermos fue primero
descrito por Alois Alzheimer en 1907, en el cerebro de una paciente
que sufrfa demencia precoz. La presencia de estas placas no es exclusiva
de los enfermos de Alzheimer y estudios postmortem en personas an-
cianas control, que al fallecer mantenian intactas sus capacidades menta-
les, también presentan en mayor o menor medida estas placas de acumu-
lo de amiloide.

Las técnicas de tomograffa axial computerizada (TC), que empeza-
ron a usarse en los anos 70 del siglo xx, han permitido acercarse
al estado funcional del cerebro intacto. Los primeros estudios realizados
en enfermos de Alzheimer aportaron escasa informacion, pues solamen-
te en situaciones muy avanzadas se podfa apreciar la reduccion de vo-
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lumen cerebral. La situacion actual ha cambiado drasticamente, en pri-
mer lugar por la mejor resolucion de los equipos de TC, en segundo
lugar por el seguimiento prolongado de pacientes diagnosticados y la
posterior confirmacion por estudios anatomopatologicos y en tercer lugar
por la aparicion de una nueva técnica mucho mas precisa, la imagen por
resonancia magnética (MRI).

La zona donde se inicia preferentemente el deposito de placas de
amiloide y de ovillos neurofibrilares es el cortex temporal, conocida
como lobulo temporal mediano. Esta zona estd internamente conectada
con el hipocampo, estructura esencial en la formacion de la memoria,
cada hipocampo suele contener 9 millones de neuronas y en la etapa
final de la enfermedad de Alzheimer el niimero de neuronas suele redu-
cirse en un 84%. La atrofia del hipocampo derecho se correlaciona con
la pérdida de la memoria no verbal, y la del hipocampo izquierdo con
la de la memoria verbal (Smith, 2002). Estos estudios longitudinales
han permitido correlacionar la densidad de los ovillos y las placas seni-
les con el progreso de la enfermedad, pero sobre todo con la pérdida de
neuronas, que no se efecta al azar, sino en las zonas mas ricas en
depositos. También sugieren que la progresion de la enfermedad sigue
caminos especificos, propagandose a lo largo de fibras, que conectan
areas concretas en el cerebro. La zona méas vulnerable es siempre la del
16bulo temporal mediano y los primeros depositos de amiloide y ovillos
neurofibrilares, en esta area se efectian al menos 20 ahos antes de que
aparezcan sintomas de la enfermedad.

La inervacion del hipocampo por fibras colinérgicas procedentes de
los niicleos basales permite establecer una conexion con la destruccion
masiva de las neuronas colinérgicas. Aunque existen interneuronas
colinérgicas en el estriado y cortex cerebral, las vias que nos interesan
son las de axones largos. Las vias cerebrales colinérgicas con axones
largos tienen una localizacion mas difusa que las aminérgicas, y no
siempre sus cuerpos celulares se corresponden con nacleos definidos.
Destacaremos en primer lugar la via colinérgica que sale de la base del
cerebro anterior, cuyos cuerpos celulares se extienden por el septum, la
banda diagonal de Broca, el pallidum ventral y sobre todo el ntcleo
basal de Meynert. Estas neuronas extienden sus axones hasta el bulbo
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olfativo, el cortex, la amigdala y el hipocampo, quedando toda la via del
sistema de recompensa cerebral bajo su influencia. Una disminucion de
la funcionalidad de esta via parece estar implicada en las disfunciones
cerebrales en el Alzheimer, y es probable que sus axones sirvan de gufas
de propagacion. Es de destacar que el nicleo basal de Meynert, que
consta de unas 200.000 neuronas, a cada lado del cerebro del individuo
sano, suele perder hasta un 90% de sus neuronas en enfermos de Alzhei-
mer. Existen otras dos vias colinérgicas, la que saliendo del meséncefalo
inerva el talamo y el hipotalamo y la que inerva el cerebelo. Estas dos
Gltimas vias no parecen estar afectadas significativamente en la enfer-

medad de Alzheimer (Dfaz-Hernandez et al., 2000).

Circuitos neurales mas vulherahbles
en la enfermedad de Alzheimer

Meurgnag colindrgicas de
los nlclens hasales

- Cirpuitos corticales

Circuitos del
hipocampo

Slstema [mbleo-
talamocortical

- Wias aminérgicas

Figura 8.—Esquema de los circuitos neurales afectados en la enfermedad de Alzheimer.
La secuencia exacta de lo que ocurre desde el inicio hasta llegar a las manifestaciones clinicas de la
enfermedad de Alzheimer es una incognita y posiblemente se pueda recorrer el camino por muy
diversas vias hasta que la enfermedad presenta sus sintomas con claridad. La disminucion de las
neuronas colinérgicas de axones largos fue considerada durante mucho tiempo como la hipotesis mas
plausible en la aparicion de la enfermedad. Hoy dia sabemos que es uno de los aspectos, entre
muchos otros, y que de modo general todas las vias y neurotransmisores pueden wverse afectados en
mayor o menor medida. De modo singular destacar que estudios a largo plazo de tomografia axial
computerizada (TC) e imagen por resonancia magnética (MRI) sefalan que aproximadamente unos
veinte anos antes de la presencia de sintomas es el lobulo temporal mediano del cerebro humano
donde se pueden observar los primeros acttmulos de amiloide.
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La constatacion de que la neurotransmision colinérgica estaba com-
prometida en la enfermedad de Alzheimer, dio pie a toda una gama de
aproximaciones farmacologicas y nutritivas tratando de paliar el déficit
(Perry et al., 1999). En primer lugar los alimentos ricos en lecitinas y
otros lipidos conteniendo colina, fueron recomendados, incluido el
huevo. Los farmacos dirigidos al sistema colinérgico fueron los primeros
empleados y todavia siguen vigentes.

La acetilcolinesterasa cataliza la reaccion de hidrodlisis de acetilcoli-
na produciendo colina y acetato. En humanos existe solo un gen y se
conocen miultiples variantes alélicas, a las que se esta buscando relacion
con mayor o menor sensibilidad a padecer la enfermedad. Los inhibido-
res de la acetilcolinesterasa, como la tacrina, el donepezilo, la rivastigmi-
na y la galantamina, se han utilizado en la farmacologia de tratamiento
de Alzheimer para impedir la hidrolisis de la acetilcolina. Se pretende de
este modo, que el neurotransmisor permanezca més tiempo en la sinapsis
colinérgica en contacto con sus receptores. Los resultados son inciertos,
sin mejorfa apreciable en las funciones cognitivas después de seis meses
de tratamiento y con graves efectos secundarios en el higado. Algunas de
estas sustancias se siguen empleando, pero la bondad de sus acciones es
muy discutida (Perry et al., 1999; Scarpini et al., 2003).

La farmacologfa dirigida a la acetilcolinesterasa tropieza con el
obstaculo de que solo existe un gen. El transcrito primario del gen
puede sufrir procesamientos alternativos que conducen a variaciones en
la secuencia proteica localizados en la zona del carboxilo terminal y
contienen la informacioén para unirse a diferentes proteinas, como los
tallos de colageno, glicolipidos, etc., anclandose como ecto-enzima en
las membranas plasmaticas, u originar las formas solubles. Estas distintas
formas de procesamiento, al presentar un centro catalitico idéntico para
todas, no permiten realizar una farmacologfa diferencial, y los inhibido-
res afectan por igual a todos los enzimas independientemente del tejido
en que se encuentren.
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ASPECTOS GENETICOS DE LA ENFERMEDAD
DE ALZHEIMER

La mayor parte de los casos de Alzheimer son esporadicos, sin embar-
go los estudios epidemiologicos indican que aproximadamente un 30% de
los pacientes tiene alg(in caso en la historia familiar y aproximadamente
un 10% presentan una transmision autosémica dominante. Los genes
implicados en la enfermedad de Alzheimer son cada vez mas numerosos,
pero podemos hacer una clasificacion en dos grandes grupos:

1) Genes cuya alteracion produce la enfermedad, que suele ocurrir en
una edad temprana alrededor de los cincuenta anos (genes de la proteina
precursora de amiloide, preselinina-1 vy preselinina-2).

2)  Genes cuya anomalia, expresion de un alelo concreto o polimorfis-
mo, se detecta en los casos de aparicion tardia de la enfermedad y que se
consideran como factores de riesgo.

Las mutaciones en el gen que codifica la Proteina Precursora de Ami-
loide (APP), cursan con la aparicion de la enfermedad en edad temprana.
Los animales genéticamente modificados que sobre-expresan la proteina
normal, o las proteinas mutadas de APP, desarrollan placas de amiloide
en su cerebro de modo muy prematuro, y son un modelo para el estudio
de la enfermedad. Es de destacar que el gen de APP est4 localizado en el
cromosoma 21, lo que ofrece una explicacion al temprano envejecimien-
to y formacion de placas seniles en los portadores de trisomia 21, conoci-
da como mongolismo o sindrome de Down. Curiosamente los animales
en los que se elimina la expresion del gen de APP, no sufren grandes al-
teraciones y son viables, aunque es dificil en esos modelos interpretar las
posibles disfunciones de comportamiento, si no son muy acusadas.

Las mutaciones en el gen de la Preselinina 1 estan asociadas con mas
de un tercio de los casos de Alzheimer familiar. Este gen se encuentra
en el cromosoma 14 y es esencial para el procesamiento de maltiples de
proteinas de membrana, incluido el APP.

Las mutaciones del gen de la Preselina-2 son menos abundantes, se
encuentra localizado en el cromosoma 1 y también producen Alzheimer
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de modo autosdmico dominante en edad temprana. Existe un 67% de
homologfa en la secuencia de aminoacidos entre la preselinina-1 y la 2.

Los genes que confieren susceptibilidad genética son muy numero-
sos y la lista dista mucho de estar completa (Corder et al., 1993; Miglio-
re y Copede, 2002). Entre ellos destaca el gen de la Apoproteina-E, del
que existen tres alelos, el mas coman es el APOE3. El gen APOE4 es
el menos frecuente en la poblacion general, con un escaso 14%, pero
esta presente en un 50% de los enfermos de Alzheimer tardio. Es inte-
resante destacar que la APOE forma parte de las liprotefnas tipo HDL,
que recogen el colesterol sobrante de las membranas y lo transfieren a
otras células. Una recogida menos eficaz podria interferir en la fluidez
de membranas y su plasticidad, otro aspecto es que la presencia del alelo
APQOE-2 parece conferir cierta resistencia a sufrir la enfermedad. De
todos modos, la gran mayorifa de portadores del alelo APOE-4, aunque
tengan dos copias de este gen, no sufre la enfermedad de Alzheimer. El
grupo del Profesor Valdivieso en nuestro pafs ha hecho contribuciones
excelentes en este campo y ha demostrado que el polimorfismo existen-
te en la zona promotora del gen, que se localiza en el brazo largo del
cromosoma 19, podrfa incidir sobre sus niveles de expresion (Bullido y

Valdivieso, 2000; Laws et al., 2003).

El gen que codifica la oa2-macroglobulina presenta polimorfismo
genético y alguna de sus variantes aparece asociada al Alzheimer tardio.
Otros genes, alguna de cuyas variantes alélicas o polimorficas han sido
relacionados son los siguientes: Interleukina-1, 6xido nitrico sintasa 3
(NOS3), El citocromo CYP2D6, que participa en procesos de destoxi-
ficacion de componentes de la alimentacion o de farmacos, etc...

Es notorio destacar la poca importancia que parecen tener el gen
Tau que codifica una proteina que estabiliza el citoesqueleto de tubu-
lina, los microt@ibulos. Existen seis isoformas de Tau, todas ellas proce-
dentes de procesamientos alternativos de un Gnico gen. El actmulo de
Tau hiperfosforilada origina los ovillos neurofibrilares presentes en el
interior de las neuronas en la enfermedad de Alzheimer. Curiosamente
portadores de mutaciones en el gen Tau no suelen padecer Alzheimer
y si otro tipo de demencias, como la frontotemporal, asociada algunas
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veces con Parkinson. El actimulo de ovillos neurofibrilares es prominen-
te en los portadores de la mutacion, pero normalmente no se desarro-
llan placas de amiloide.

De los aspectos genéticos de la enfermedad es importante sehalar
COmo resumen que:

Ademas de las mutaciones que inducen la aparicion de la enfermedad de
Alzheimer precoz, que son transmitidas de forma autosomica dominante, el
descubrimiento de nuevos genes implicados en las formas tardias y su asocia-
cion nos permitira conocer la naturaleza poligénica y multifactorial de la
enfermedad, asi como evitarla en lo posible.

BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE LAS PROTEINAS
RELEVANTES EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
GENERACION DEL PEPTIDO B-AMILOIDE

En la actualidad conocemos con cierto detalle la estructura y pro-
cesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP), la localizacion
subcelular de los enzimas implicados y las causas que inciden en un
procesamiento andmalo y posterior acimulo extracelular de su producto
de degradacion, el péptido B-amiloide. Existe, no obstante, mucha in-
certidumbre sobre el papel fisiologico desarrollado por la APP y sus
péptidos derivados, asi como sobre su eliminacion en situaciones nor-
males en las que no se forman placas extracelulares de amiloide.

La proteina precursora de amiloide, APP

Esta protefna se expresa en muchos tejidos, donde da lugar a dife-
rentes isoformas por procesamiento alternativo del RNA, mensajero
inicial y modificaciones post-translacionales. En las neuronas se en-
cuentra en dendritas, cuerpos celulares y axones y la isoforma més abun-
dante es la que contienen 695 aminoacidos (Selkoe, 1999). En esta
isoforma se han eliminado el péptido inicial y un péptido localizado en
la zona intermedia, pero se sigue manteniendo la numeracion hasta 770
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aminoécidos, que es la forma mas larga de la proteina (Selkoe, 1999).
La APP se sintetiza en el reticulo endoplasmatico rugoso, como corres-
ponde a una protefna que contienen un dominio transmembrana que
comprende los aminoécidos del 700 al 723. La parte mas prominente de
la protefna que comprende desde el amino terminal hasta el 700 esta
mirando hacia el lumen del reticulo y posteriormente del Golgi o de las
vesiculas secretoras, finalmente al fusionarse con la membrana plasma-

Estructura y procesamiento de la
proteina precursora de amiloide {APP)

Cominlo transmembrana
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Figura 9.—Esquema general del procesamiento de la proteina precursora de

amiloide (APP).
La proteina precursora de amiloide es transmembranar, con un gran segmento amino-terminal que
se localiza mirando al interior del reticulo endoplasmatico o el sistema de Golgi, hasta que se inserta
en la membrana plasmatica y queda hacia el espacio extracelular. Los enzimas de procesamiento son
enzimas hidroliticos localizados en las membranas y se conocen como @, By 7 secretasas. Indepen-
dientemente de los enzimas que actiten siempre se genera un gran péptido o proteina extracelular,
un péptido de pequefio tamaio correspondiente a la zona transmembranar vy, finalmente, un péptido
o fragmento carboxilo terminal citosolico para el que se postulan diversos efectos en la sefalizacion
intracelular.
La oy la B secretasas nunca actitan conjuntamente. Si actiian la oy la ¥ secretasas, el péptido
transmembrana generado tiene un tamafio pequeio y no forma actimulos. Por el contrario, si actiian
la By ysecretasas, se originan fragmentos de la zona transmembrana de 40 6 42 aminoacidos vy es
el péptido AB 42 el de mayor poder amiloidogénico por su facilidad para formar agregados y poli-
meros con estructura en hoja plegada f.
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tica quedara mirando hacia el medio extracelular. La parte citosolica de
la protefna es mas reducida y comprende solamente los residuos del 723
al 770. Esta zona citosolica tiene gran afinidad por la quinesina, que
es un motor molecular que se mueve de modo anterdgrado del soma
hacia las terminales axonicas, de este modo el APP actuarfa como la
zona de reconocimiento del anclaje molecular para el transporte de las
vesiculas (Kamal et al., 2001). Ademas, de la parte citosolica del APP
se derivan una serie de fragmentos, o péptidos, conocidos como frag-
mentos carboxiterminal (CTF), algunos de los cuales estan implicados
en sehalizacion.

La proteina APP tiene un gran dominio extracelular y se desconoce
si puede servir como receptor, o ligando de otras proteinas situadas
en las membranas, efectuando funciones de reconocimiento, sehaliza-
cion o maduracion y diferenciacion celular, lo mismo que proteinas
analogas como Notch que sirven como sehales de migracion neural
y morfogénesis. Se desconoce también si el procesamiento tltimo de
APP para liberar la gran porcion extracelular requiere de una sehaliza-
cidon o interaccion previa a su hidrolisis. No se puede descartar que la
zona intracelular de la protefna APP pueda servir como andamiaje para
que interaccionen otras proteinas del citoesqueleto, o sirva para reorga-
nizar alguna ruta o cascada enziméatica. Finalmente los péptidos intra-
celulares originados en el procesamiento, que se corresponden con el
carboxilo terminal podrian tener una funcion sobre el control de la
transcripcion, de modo analogo a lo que conocemos de Notch (Annaert

y De Strooper, 2002).

El procesamiento de la proteina APP tiene lugar durante el viaje
desde el reticulo hasta la membrana plasmatica, e incluso puede finali-
zar una vez anclada en la membrana plasmatica, tanto a nivel de las
dendritas como presinaptica. En las vesiculas secretoras aisladas a lo
largo del axodn se han encontrado tanto el APP como los enzimas de
procesamiento, almacenandose en el lumen del organulo los trozos pro-
cedentes de la proteolisis, que seran vertidos al exterior de la célula, en
este caso de la neurona.
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Los enzimas de procesamiento, Oi-secretasa, [-secretasa y
Y-secretasa

El procesamiento de la APP, requiere tres enzimas y otras proteinas
que ayudan a su completo metabolismo (Esler y Wolfe, 2001). Si actan
la o-secretasa y la y-secretasa, se produce un péptido més pequeho que
no forma agregados moleculares. Si por el contrario actuan la B-secre-
tasa y la y-secretasa, es cuando se puede formar el péptido B-amiloide de
42 aminoacidos que forma agregados moleculares y posterior formacion
de placas de amiloide. Es importante resehar que estos enzimas no son
exclusivos del procesamiento de la proteina precursora de amiloide, y
tienen otros muchos sustratos, cuyas funciones en el sistema nervioso
son mejor conocidas que las del APP. La localizacion de estos enzimas
a nivel subcelular no siempre es coincidente y por ello existe una cierta
intriga respecto a otras posibles funciones, sobre todo en el caso de
algunos componentes del complejo de la y-secretasa.

La o-secretasa

La o-secretasa es una Zn** dependiente metaloproteasa, realmente
es una familia de enzimas proteoliticos ancladas a la membrana plasma-
tica mediante un Ginico segmento transmembranar en alfa-hélice, entre
ellas se encuentran las conocidas como ADAM10 y ADAM17, también
denominada TACE. El centro catalitico es similar al del enzima con-
vertidor de angiotensina (ACE). Cortan el APP en el aminoacido 687
de la secuencia, produciendo un péptido carboxiterminal de 83 residuos.
Estos enzimas son necesarios para el procesamiento de otras proteinas
con funcion sehalizadora en la membrana, como la Nocht, implicada en
desarrollo y diferenciacion, la proteina precursora de priones, el TNFa,
TGFa, TNF-Receptor, ErbB4, etc. Aunque en todas las células que
expresan APP existe una actividad basal de o-secretasa, ésta puede ser
aumentada por fosforilacion a través de proteina quinasas, sobre todo la
proteina quinasa C (PKC). La actividad neuronal suele activar este
enzima a través de las sehales de calcio, y también la acetilcolina a
través de sus receptores muscarinicos, siendo ésta una de las razones
esgrimidas para utilizar agonistas colinérgicos muscarinicos en el trata-
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miento de Alzheimer. La basqueda de sustancias o vias capaces de ac-

tivar la o-secretasa es una de las lineas de investigacion para canalizar
el procesamiento de APP por la via no amiloidogénica.

Funcidén de la a-secretasa en el procesamiento de APP
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Figura 10.—Accion de la a-secretasa.
La familia de engimas de la o-secretasa contienen Zn** en el centro activo y estan ancladas en la
membrana plasmatica, actiran originando un péptido extracelular de gran tamaio, al que se le
supone una funcion senalizadora, relacionado con factores de mantenimiento y crecimiento celular,
aunque por el momento sus receptores diana son desconocidos. El péptido remanente de 83 aminoa-
cidos, todavia anclado en la membrana, contiene el carboxilo terminal y es uno de los sustrato de
la y secretasa, que puede originar factores que sefalizan al niicleo celular.

La B-secretasa (BACE)

La B-secretasa (BACE) es el primer enzima en el procesamiento
alternativo de APP, que conduce a la via amiloidogénica. Son una
familia de enzimas de las que se conocen al menos dos miembros, la
BACE]1 y la BACE2. Son aspartil proteasas, se anclan en la membrana
a través de una Gnica hélice, que presenta un centro activo muy similar
al de la pepsina y a la proteasa del virus del sida, con dos residuos de
acido aspéartico actuando de modo coordinado, ademas el centro activo
es muy accesible. Se localizan en la membrana en la proximidad del
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APP, rompiendo el enlace peptidico por el residuo 671, produciendo un
péptido carboxi terminal de 99 aminoacidos. Por analogfa con los inhi-
bidores de la pepsina se han sintetizado derivados de la pepstatina,
y otros péptido miméticos, capaces de ser absorbidos por el intestino y
transportados por las diferentes membranas celulares, incluida la barrera
hemato-encefalica. Aunque parece ser una buena diana farmacologica,
la expresion generalizada de este enzima en tejidos ampliamente vascu-
larizados, la analogfa de su centro activo con mltiples aspartil proteasas
y su posible implicacion en el procesamiento de otras proteinas de
membrana, hacen que se deba de ser muy riguroso en el control de los
posibles efectos secundarios (Esler y Wolfe, 2001; Wolfe, 2002). La
BACEI! es el enzima expresado mayoritariamente en neuronas y un
aspecto interesante es que los animales en los que se ha bloqueado la
expresion de este gen no muestran anomalfas y son perfectamente via-

Funcidn de la f-secretasa en ¢l procesamiento cle APP
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Figura 11.—Accion de la B-secretasa.
La familia de enzimas de la B-secretasa son aspartil proteasas y cortan la APP produciendo un gran
fragmento amino-terminal con posibles acciones extracelulares, todavia no conocidas, y un péptido
carboxilo terminal de 99 aminoacidos anclado en la membrana que va a ser uno de los sustratos de
la 7y secretasa y en donde se inicia la via de formacion del péptido amiloidogénico AB 42. La porcion
carboxilo terminal podria tener acciones en el citosol o el niicleo todavia no bien definidas.
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bles, pero con una acusada reduccion de los niveles de produccion del
péptido PB-amiloide.

La y-secretasa (Preselininas)

La 7secretasa (Preselininas) es de hecho un complejo enziméatico
que requiere al menos cuatro proteinas adicionales para procesar el
péptido carboxiterminal originado por la accion previa de la a-secretasa
o la B-secretasa. El centro activo del complejo esta contenido en la proteina
conocida como preselinina, que se comporta como una aspartil proteasa,
pero cuyo centro activo esta dentro de la membrana y es poco accesible,
Este aspecto es importante, pues rompe el enlace peptidico en pleno
dominio transmembrana de los derivados del APP. Corta la proteina
fundamentalmente en dos lugares, la valina 711, o la alanina 713, el
porcentaje de cada corte es variable, pero es extremadamene importan-
te para definir la toxicidad del producto. Si el péptido procesado pro-
cede de la accion de la a-secretasa, se forma un péptido, muy pequeho
el p3 de 24 6 26 aminoacidos, que no forma agregados. Si por el con-
trario el péptido procede de la accion de la B-secretasa, el enzima puede
originar un péptido de 40 aminoécidos al cortar por la valina 711, que
es soluble, el AB40, o un péptido de 42 aminoacidos que polimeriza en
forma de hoja plegada B, y es conocido como AP42. La presencia en el
carboxilo terminal de una serie de aminoacidos hidrofébicos (valina-
isoleucina-alanina) en el AP42, favorece la interaccion inicial de los
péptidos y su posterior plegamiento. La interaccién con otras proteinas
extracelulares es lo que originara a la larga los depositos de amiloide. En
estas zonas de procesamiento es donde se han encontrado las mutacio-
nes mas peligrosas capaces de inducir Alzheimer familiar, tanto en las
proximidades de la actuacion de la beta, como de la gamma secretasa.
Estas mutaciones suelen incrementar la actividad de estos enzimas,
produciéndose méas AB42, o incluso péptidos de mayor tamaho.

La naturaleza de la jsecretasa ha sido dificil de elucidar. Por estu-
dios de coinmunoprecipitacion, efectos de los RNA de interferencia y
animales genéticamente modificados, sabemos actualmente que es
un complejo con varias proteinas, una de ellas la preselinina, cuyas
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mutaciones, tanto de la preselinina-1, como de su homologa, la prese-
linina-2, son la mayor causa del Alzheimer familiar. Estas protefnas

Regulacidn de la y-secretasa: complejo
preselinina y conexion con Tau-Li*-GSK-3
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Figura 12.—Complejo de la Y secretasa. Componentes y regulacion.
La actividad de la y secretasa se corresponde con un complejo enzimatico en donde son necesarias
varias proteinas. El centro activo del complejo reside en la preselinina, que se comporta como una
aspartil proteasa con el centro activo dentro de la bicapa lipidica y poco accesible. Corta en aminoa-
cidos hidrofobicos de la proteina APP, la valina 711, o la alanina 713, que estan dentro de la zona
transmembrana, de los péptidos generados previamente por las oy B secretasas. También puede
procesar otros péptidos transmembranares procedentes de proteinas necesarias en diferenciacion,
desarrollo y todo tipo de senalizaciones. La funcion de la nicastrina, aunque confusa, parece ser la
de fijar el péptido transmembranar para su hidrolisis, restringiendo su mowilidad.
Otras dos proteinas, conocidas como PEN-2 y APHI tienen la funcion de activar e inhibir respec-
tivamente el complejo y estan localizadas en la membrana plasmatica. Los niveles altos de colesterol
en la membrana plasmatica favorecen la actividad de la preselinina, formandose de forma preferente
el peptido amilodogénico AB42.
La actividad del complejo de la 7y secretasa sobre la APP parece estar también regulada por la
glucogeno sintasa quinasa-3 (GSK-3), enzima que al activarse puede fosforilar mudtiples sustratos,
desde los enzimas de sintesis del glucogeno hasta la proteina Tau, cuya forma fosforilada es el
principal componente de los owillos neurofibrilares. En el caso de la APP, ésta se fosforila en la zona
carboxilo terminal, convirtiéndose en un mejor sustrato de la 7y secretasa. La GSK-3 es inhibida por
litio y por una familia de compuestos conocidos como kenpaullonas.
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tienen ocho dominios transmembrana, al ser procesadas se forman dos
cadenas, quedando configurado el centro activo con dos residuos de
aspartico funcionales. Es seguro que el centro catalitico de la y-secretasa
reside en la preselinina, y los inhibidores se unen selectivamente a esta
proteina, pero cada vez es mas evidente que se requieren otros compo-
nentes para que el complejo enziméatico sea funcional y estable. Los
componentes conocidos hasta el momento son: 1) La preselina que
contienen el centro catalitico. 2) La protefna nicastrina, denominada
asi por ser descubierta en una familia con Alzheimer hereditario del
pueblo de Nicastro en Italia, la protefna coinmunoprecipitaba con
la APP. 3) La proteina APH1 inhibe la actividad del complejo y se
descubrio como factor de diferenciacion. 4) Finalmente, la proteina
PEN-2 activa el complejo y la formacion del péptido AR (Chan vy Jan,
1999; Ebinu y Yankner, 2002; Wolfe, 2002; Mattson, 2003).

Puesto que el procesamiento de APP requiere la accion conjunta
de dos de las secretasas es importante plantearse su localizacion a
nivel subcelular. Las o-secretasa y B-secretasa parecen estar localiza-
das en los mismos lugares, principalmente en el sistema de Golgi, y
vesiculas que van hacia la periferia. Sus centros cataliticos estan mi-
rando al lumen vesicular y en la Gltima etapa quedan expuestos al
espacio extracelular. Una situacion diferente es la localizacion de la
preselinina-1, que es la proteina catalitica del complejo de la y-secreta-
sa, pues parece tener una localizacion preferente en el reticulo endo-
plasmatico y més difusa en otras estructuras subcelulares. Este dato
ha servido para proponer una funcion chaperona de la preselinina,
ayudando al plegamiento de proteinas en el reticulo. Es posible que
las mutaciones de esta proteina, que conducen a un Alzheimer fami-
liar temprano, puedan ser causa del conocido como estrés del reticulo
endoplasmico y establece un nexo de union y paralelismo con otras situa-
ciones de estrés celular, como la sintesis de proteinas extrahas, las
viricas entre otras, o protefnas propias con plegamiento anémalo (Siso-

dia et al., 2001).

La 7secretasa, ha demostrado ser una diana farmacologica sorpren-
dente, pues se dispone de buenos inhibidores, pero este complejo enzi-
matico también procesa otras proteinas de membrana tan importantes
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como las proteinas Nocht, los sensores de esteroles que iran al nacleo
(SREBP), los factores TNF-a, el Erb-4, entre otras. Serfa por lo tanto
extraordinariamente peligroso inhibir este enzima sin arriesgarse a gra-
ves efectos secundarios. Pero lo sorprendente es que de los dos posibles
cortes que realiza la jsecretasa sobre el péptido derivado de APP, sola-
mente el corte mas proximo al carboxilo terminal produce el péptido
AP42, que es el Gnico amiloidogénico.

Accion de los antiinflamatorios no esteroideos sobre la y-secretasa

La pregunta es: ;Se podria actuar sobre la y-secretasa para que cor-
tara preferentemente en la zona mas alejada del carboxilo terminal y
produjera el péptido de 40 aminoacidos, AB40, en vez del AB42 que es
el peligroso? La respuesta ha sido proporcionada al conocerse que
un subgrupo de antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs), como
el ibuprofeno, la indometacina y el sulindac, favorecen la produccion
del péptido de 40 aminoacidos no amiloidogénico. Estas acciones son
independientes de sus efectos inhibitorios sobre las ciclooxigenasas
(COX-1, COX-2) y requieren concentraciones mucho menores (Wolfe,
2002; Weggen et al., 2001). Recientemente se ha descrito que los
NSAIDs son capaces de inducir la expresion de la APOE en células
gliales (Aleong et al., 2003). De confirmarse estos efectos, la farmaco-
logfa podria abrir una nueva via de aproximacién al problema con apa-
rentemente menos efectos secundarios.

Accidon del colesterol sobre las [-secretasa y la y-secretasa

Altos niveles de colesterol en la membrana incrementan la activi-
dad de las [B-secretasa y vy-secretasa, por el contrario una reduccion
disminuye la actividad de ambos enzimas. Esta observacion establece un
nexo de unidn entre los niveles de colesterol y la eficiencia de su reti-
rada de las membranas con los depositos de amiloide y la importancia
de la presencia del alelo apoE-4, menos eficaz en la formacion de las
lipoprotefnas y el transporte del colesterol (Tanzi y Bertram, 2001;
Hartman, 2002). Este alelo, apoE-4, est4 presente en un 30-50% de los
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pacientes que sufren Alzheimer tardio. Estos resultados corroboran ob-
servaciones realizadas por los clinicos en pacientes tratados con estati-
nas, inhibidoras del enzima clave de sintesis del colesterol, en los que
se retrasaba la aparicion de los sintomas de Alzheimer y la existencia de
una cierta correlacion entre los niveles de colesterol y el mayor riesgo
de padecer Alzheimer, ademas de enfermedades cardiovasculares.

COMPLEJO DE LA y-SECRETASA: OTRAS FUNCIONES,
NEUROGENESIS Y MEMORIA

Conforme se amplia el nimero de protefnas de membrana que se
conoce, son procesadas por el complejo de la y-secretasa, se comienza
a intuir que la protefna precursora de amiloide, APP, es solamente una
entre otras muchas y quiz4 no la mas importante, ya que alteraciones de
su procesamiento permiten el desarrollo del individuo hasta edades
tardfas, una vez pasada la etapa reproductiva.

Entre los sustratos del complejo de la 7y-secretasa se encuentran
muchas de las proteinas conocidas como proteinas de membrana tipo I.
Estas proteinas estdn ancladas en la membrana por una tGnica o-hélice
y suelen tener el amino terminal hacia la parte externa de la membrana
y el carboxilo terminal hacia dentro de la membrana. Sehalar que el
complejo enzimético también se encuentra en el reticulo endoplasma-
tico, en donde la parte extracelular se corresponde con el lumen de las
vesiculas o estructuras endoplasmaticas. El tamano de la parte citosolica
y extracelular de estas protefnas es ampliamente diverso y depende de
las posibles funciones. Entre las proteinas sustrato del complejo, ademas
de APP, estan la proteina Nocht, los sensores de esteroles que iran al
nacleo (SREBP), factores de crecimiento como el TNF-a., o receptores
de factores de crecimiento los receptores Erb-4, que reconocen facto-
res de la familia del EGF, como la neuregulina. Muchos de los sustratos
procesados tienen una doble funcion: 1) Pueden reconocer otras protei-
nas de membrana por su parte extracelular, organizar el tejido y una vez
hidrolizados servir como factores de sehalizacion difusibles hacia lugares
mas lejanos, como el caso del TNF-a, y 2) el fragmento citosolico
puede servir de sehalizacion con multiples posibilidades, por ejemplo,
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uniéndose a factores nucleares presentes en el citosol e impidiendo que
viajen al nticleo, o bien siendo ellos mismos factores con efecto nuclear.

Uno de los sustratos de la 7y-secretasa que mejor representa todo
el potencial de sehalizacion que se puede generar es el de la proteina
Notch. A nivel extracelular reconoce los receptores conocidos como
DSL (delta, serrate, lag, etc.) que van a mediar en la migracion celular,
neurodiferenciacion y division celular asimétrica. Una vez establecido
el contacto se produce el procesamiento y el fragmento citosolico cono-
cido como NICD (Notch Intracellular Carboxy Domain) viaja al na-
cleo donde se une a un factor nuclear denominado CSL, que es un
represor y lo transforma en un poderoso activador de la transcripcion de
genes implicados en la neurogénesis, en donde resulta esencial en la
formacion de dendritas y arborizacion neural (Ebinu y Yankner, 2002;
Selkoe y Kopan, 2003). Asf pues vemos que el complejo media en las
primeras fases de neurogénesis y también en la posible neurodegenera-
cion a través de APP.

Citaremos también otro de los sustratos de la y-secretasa, la protei-
na N-cadherina, que es esencial para estabilizar las zonas de reconoci-
miento inter-neuronales, incluyendo entornos sindpticos, este efecto lo
realiza mediante la zona extracelular. Al actuar la y-secretasa el frag-
mento citosolico denominado N-cad/CTF2 (fragmento citosolico de la
N-cadherina), se une en el citosol a un factor nuclear, el CBP, al que
impide viajar al ntcleo y lo dirige hacia la destruccion. Si por el con-
trario la N-cadherina no es procesada, al no existir el fragmento N-cad/
CTF2, el CBP va al nacleo e incrementa la respuesta de los genes
CREB, que son esenciales en la estabilizacion sinaptica y la memoria.
La cuestion es qué sucede cuando tenemos una preselina mutada en el
complejo de la y-secretasa. Se cree que estos enzimas hidrolizan de
preferencia la proteina APP, con mayor afinidad, y que pierden al menos
parcialmente la capacidad de hidrolizar la N-cadherina. De este modo
se puede intuir que el acimulo de los péptidos de amiloide vaya pareja
a las disfunciones en la memoria reciente y también que sean las mu-
taciones en preselinina, las que llevan a las formas mas tempranas y
mas agresivas de Alzheimer familiar conocido (Fortini, 2003; Maram-

baud et al., 2003).
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Serfa por lo tanto extraordinariamente peligroso inhibir este enzima
sin arriesgarse a graves efectos secundarios. Antes de finalizar la accion
del complejo de la y-secretasa, es necesario recordar que este complejo
es necesario tanto para la neurogénesis procesando Notch, como las
acciones derivadas de los productos de APP, por ello es posible entrever
que sea una estructura organizada que media las fases iniciales en el
cerebro en desarrollo y también las fases tardias en la neurodegenera-
cion. Lo que sabemos o entrevemos en este complejo de la y-secretasa
es realmente la punta del iceberg (Takasugi et al., 2003; Mattson, 2003).

GSK-3 LA CONEXION ENTRE LAS PLACAS DE AMILOIDE
Y LOS OVILLOS INTRACELULARES.

NUEVAS APORTACIONES EN LA ENFERMEDAD

DE ALZHEIMER

El litio, empleado en el tratamiento de desordenes psiquiatricos,
se ha demostrado que reduce la produccion del péptido AB42 en un
modelo de raton de la enfermedad de Alzheimer. La deduccion es que
el litio act@ia sobre una de las proteinas que participa en la generacion
del péptido. Los estudios en pacientes con la enfermedad de Alzheimer
han demostrado notables cambios en el cerebro, incluyendo la forma-
cion de depositos de proteinas conocidos como placas de amiloide fuera
de la célula y de ovillos neurofibrilares dentro de las células. La pregun-
ta es si los tratamientos deben de ser dirigidos a evitar la formacion
de uno u otro actmulo. Trabajos recientes han establecido que existe
una conexion entre ambos depositos a través del enzima glucogeno
sintasa quinasa-3 (GSK-3) (De Strooper y Woodgett, J., 2003; Phiel
et al., 2003).

La GSK-3 es un enzima altamente conservado durante la evolucion,
es una serina/treonina quinasa que se activa en respuesta a multiples
estimulos y se incluye en cascadas de sehalizacion relacionadas con el
mantenimiento, crecimiento y diferenciacion celular. A su vez fosforila
una gran cantidad de proteinas y uno de sus sustratos mas relevantes en
relacion con la enfermedad es la protefna Tau, que en su forma hi-
perfosforilada es el componente mayoritario de los ovillos neurofibrila-
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res. A raiz de estos datos, la GSK-3 se convirtid en una diana para
evitar la formacion de acmulos intracelulares y se desarrollaron una
serie de inhibidores, encontrandose que el litio y la kenpaullona eran
capaces de inhibir el enzima. Lo sorprendente es que tanto uno como
el otro inhibidor eran también capaces de reducir la sintesis de los
péptidos amiloides AB en cultivos neurales. Estos inhibidores demostra-
ron que también eran eficaces in vivo ratones transgénicos empleados
como modelo de la enfermedad de Alzheimer.

De este modo los inhibidores del enzima GSK-3 pueden ser una
diana importantisima tanto para evitar la formacion de los ovillos como
la de placas extracelulares. No obstante es necesario comprender los
mecanismos moleculares mediante los cuales se evita la formacion de
placas extracelulares, ya que la comprension de los mecanismos de for-
macion de ovillos parece obvia por su relacion directa en la fosforila-
cion de la proteina Tau.

;Como participa la GSK-3 en la produccion del péptido AB? Para
interpretar la respuesta es necesario tener presentes los componentes
del sistema de procesamiento de la proteina APP. Tanto la o-secretasa,
como la B-secretasa, no parecen estar moduladas por la actividad de la
GSK-3 y el litio o la kenpaullona no reducen su actividad. No obstante,
la actividad del sistema de la y-secretasa se reduce con la adicion del
litio o de otros inhibidores de la GSK-3, apareciendo los fragmentos de
la zona carboxilo terminal citosdlicos del APP, de mayor tamaho, al no
ser hidrolizados por este enzima y disminuyendo concomitantemente los
péptidos amiloides extracelulares.

La cuestion es: ;Como activa la GSK3 al complejo de la y-secretasa
para hidrolizar el APP? Este complejo contiene al menos cuatro protei-
nas: Preselinina-1, APH-1, PEN-2 y nicastrina, y cualquiera de ellas
podria ser sustrato de fosforilacion de la GSK3. Tanto la GSK-3, como
la B-catenina, otro de sus sustratos se asocian con facilidad a la prese-
linina-1. No obstante, los inhibidores de la GSK-3 no interfieren en el
procesamiento de otros sustratos de la Preselinina-1, como es el caso de
la protefna Nocht, que es un marcador de destino celular en la etapa
embrionaria y adulta. Esto sugiere que la GSK-3 podrifa actuar direc-
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tamente sobre la APP, mediante fosforilacién en su zona carboxilo
terminal, lo que da todavia mas relevancia a los inhibidores, pues no
interferirfan con otras proteinas cuyo procesamiento es esencial para
mantener las funciones y el subtipo celular de la diferenciacion.

Vista la relevancia que adquiere la GSK-3, es necesario conocer con
detalle su naturaleza, en primer lugar existen dos isoformas, cada una
con su gen correspondiente, la GSK-3a y la GSK-3f3, ambos enzimas
tienen muy conservados sus centros cataliticos, aunque difieren en las
secuencias amino y carboxi terminal. El litio inhibe ambas isoformas,
pero los estudios con RNA de interferencia para silenciar la expresion
de cada isoforma de modo secuencial han demostrado que la isoforma
mas importante en la produccion del péptido amiloide es la GSK-3a.
Mais relevante todavia desde el punto de vista farmacologico es el dato
de que el litio parece afectar solamente la produccion del péptido ami-
loide, sin reducir el procesamiento de la proteina Nocht. No obstante
los sustratos de las dos isoformas de GSK-3 son muy relevantes en el
mantenimiento del citoesqueleto y el metabolismo celular (la B-cateni-
na, la Tau, metabolismo de azlcares, etc...) y podrian originar efectos
secundarios no facilmente previsibles. Referente a los niveles de litio,
este i0n se emplea frecuentemente en el tratamiento de desordenes psi-
quiatricos, como los desdrdenes bipolares, con cambios bruscos y extre-
mos entre la depresion y la euforia. En estos pacientes el riesgo reside
en que la ventana terapéutica para obtener los efectos estd muy proxima
a los efectos toxicos induciendo nefropatfa. En ratones los niveles de
litio requeridos para reducir la produccion de los péptidos amiloides son
muy bajos y es probable que en humanos no se alcancen niveles toxicos.

Esta ventana a la esperanza no puede obviar, sin embargo, el hecho
de que los fragmentos citosolicos del APP parecen tener una funcion
sehalizadora al nacleo y es posible que se generen o alteren una serie de
caminos de sehalizacion que sdlo sera posible evaluar en animales
de experimentacion adecuados.
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FOSFORILACION/DEFOSFORILACION,
LA COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

En el apartado anterior hemos analizado la importancia de la GSK-3
en la fosforilacion de proteinas citosolicas, sobre todo Tau, y también
el efecto de la fosforilacion del dominio citosodlico de APP en su procesa-
miento. Para comprobar que la fosforilacion es causa de produccion
excesiva de péptidos amiloidogénicos y también de los ovillos de Tau,
serfa interesante disponer de modelos en donde se alterara la etapa en
reverso de la defosforilacion. Actualmente se dispone de un modelo de
raton en donde se ha reducido considerablemente la defosforilacion
de las proteinas, que son sustratos de la GSK-3, y se confirma la impor-
tancia de la hiperfosforilacion en el acimulo de depositos intracelulares.

Los marcadores neuropatdlogicos relevantes de la enfermedad de
Alzheimer y otras taupatfas incluyen las placas seniles y/o los ovillos
neurofibrilares. Es de destacar que los modelos experimentales de
Alzheimer se han generado mediante la sobreexpresion de proteinas
especificas, incluyendo la proteina precursora de amiloide, preselininas
y Tau, o de sus variantes genéticas. La hipotesis de que una alteracion
en la fosforilacion podria participar en el incremento de los depositos
de amiloide hacfa necesario encontrar alguna proteina cuyo bloqueo
produjera un incremento de los marcadores. Es un hecho que en la
enfermedad de Alzheimer y otras taupatias se produce un acamulo de
proteinas fosforiladas, siendo la proteina Tau una de las més abundantes
en los ovillos. Generalmente las secuencias de fosforilacion incremen-
tadas corresponden a serina o treonina en posicion previa a una prolina
(ser/treo-pro) y las fosfatasas clasicas entre las que se encuentra la pro-
tein fosfatasa 2 A (PP2A), que reconocen la secuencia, necesitan que
el amino4cido-prolina esté en la conformacion adecuada, para ello se
necesita de una isomerasa, la prolil-isomerasa Pinl. En su ausencia se
acumulan las formas fosforiladas del epitopo ser/treo-pro, esto es lo que
ocurre en los animales genéticamente modificados en los cuales se ha
bloqueado (knockout) el gen del enzima prolilisomerasa (Pinl). Estos
animales Pin17 acumulan Tau hiperfosforilada, presentan formacion de
ovillos neurofibrilares a edad muy temprana y caracteristicas tipicas
de la neurodegeneracion por taupatias y en la enfermedad de Alzhei-
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mer, demostrando que la expresion de Pinl” se correlaciona inversa-
mente con la vulnerabilidad neuronal en el cerebro normal (Liou et al.,
2003). Esto indica la complejidad de la neurodegeneracion y también
que la homeostasis neuronal para un funcionamiento correcto requiere
de sehales que producen fosforilacion de proteinas, siendo necesaria la
etapa posterior y menos selectiva de defosforilacion. Es también la pri-
mera evidencia de que la hiperfosforilacion de proteinas neurales esta
directamente implicada en la neurodegeneracion y el primer knockout
de un gen relacionado directamente con el proceso, el modelo de raton
Pinl”, asi lo confirma.

TOXICIDAD POR FRAGMENTOS DE APP: AB42 Y
PEPTIDOS CITOSOLICOS

Por analogfa con la sehalizacion mediada por el dominio citos6lico
de otras proteinas de membrana, que una vez hidrolizadas se trans-
forman en factores nucleares, como el de Nocht, SREBP y ErbB-4. Es
probable que el péptido carboxilo terminal que queda libre en el citosol
después de actuar la y-secretasa sobre el APP tenga también otras fun-
ciones (Ebinu y Yankner, 2002). Se discute actualmente que el pépti-
do, o fragmento, carboxilo terminal CTFy59, podria ser una sehal pro-
ductiva, mientras que el péptido mas corto el CTFy57, que se produce
cuando se genera el amiloide AB42, seria una sehal pro-apoptotica, que
inducirfa la activacion de proteasas intracelulares, conocidas como cas-
pasas. Analisis post-mortem de los enfermos de Alzheimer presentan,
segin algunos autores, un elevado ntmero de neuronas en estado de
apoptosis. Pero hay voces muy criticas, pues, aunque el proceso tenga
lugar, la enfermedad de Alzheimer es de progresion muy lenta y si la
muerte neuronal ocurre a gran velocidad, el curso de la enfermedad
serfa de algunas semanas y no de décadas. Hoy dfa la vision es mas
moderada, y se trata de analizar los datos de modo mas racional. En
primer lugar, el AB42 es toxico para las neuronas de hipocampo en
cultivo, pero en el cerebro de los enfermos el péptido no suele estar
«bahando» toda la topologfa neuronal y es la sinapsis la zona mas vul-
nerable. En dispositivos de cultivo de neuronas, haciendo solamente
accesible la zona axonico-sinaptica al AB42, se observa una alteracion
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del citoesqueleto, mitocondrias y otras estructuras presentes en la sinap-
sis. Esta observacion ha generado un nuevo término y por analogfa con
la apoptosis celular se denomina sinaptosis. En el cerebro de los enfer-
mos de Alzheimer algunas terminales nerviosas se verfan sometidas a un
proceso de destruccion lenta, y la neurona lucharfa siempre por mante-
nerla y recuperarla. Cuando estos mecanismos fracasan, y la destruccion
de la sinapsis es completa, la neurona se verfa, ademas, privada del
aporte de factores de crecimiento suministrados por la neurona adya-
cente en la sinapsis y las células gliales de ese entorno, inicidndose la
retraccion del axon, y posteriormente del cuerpo neural y muerte celu-
lar. El proceso serfa asi extremadamente lento, tratando la neurona de
resistir lo maximo posible (Marx, 2001).

TRATAMIENTOS PALIATIVOS EN LA ENFERMEDAD
DE ALZHEIMER Y GENETICA MOLECULAR

El éxito reciente de la seleccion de embriones, previa implantacion
para evitar la transmision de la Corea de Huntington, enfermedad de-
vastadora, autosdbmica dominante que se manifiesta hacia los 40 ahos y
en algunos casos después de generar descendencia, ha suscitado que la
Asociacion de Enfermos de Alzheimer pida posibilidades similares para
los afectados de Alzheimer familiar que sean portadores de los genes que
originan la forma temprana de la enfermedad, la cual es también auto-
somica dominante. La seleccion de embriones se harfa solamente en los
portadores del gen APP mutado, o las preselininas 1 y 2 mutadas. Los
argumentos que sehalan son los mismos esgrimidos en la enfermedad de
Huntington y serfa la Gnica forma de cortar la transmision de una
enfermedad tan devastadora y atroz, de evitar el sufrimiento familiar y
reducir costes en una sociedad envejecida que dentro de poco no podra
hacer frente a su situacion geriatrica. De todos modos, antes de que esta
posibilidad se generalice, habra que hacer frente a los multiples casos
que existen y que se desarrollaran en un futuro.

En los apartados anteriores sobre los mecanismos moleculares basi-
cos que subyacen en la enfermedad de Alzheimer, hemos analizado la
importancia de los farmacos anti-acetilcolinesterasa, que a pesar de sus
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nada aconsejables efectos secundarios y escasa efectividad terapéutica
son de los mas empleados: tacrina, donepezilo, etc...

Farmacologia actual de la enfermedad de Alzheimer

Farmacos basados en:
1) Hipétesis colinérgica.
2) Hipétesis de excitotoxicidad de glutamato.
3) Hipétesis de la neuroproteccion.
4) Inhibidores de B y y-secretasas.
5) Vacunacion contra el peptido Ap.
6) Terapéuticas antiagregantes de amiloide.
7) Quelantes de metales cobre y zinc.
8) Antiinflamatorios no esteroideos (ibuprofeno, indometacina,...).
9) Anticolesterolemia (estatinas, fluvastatina, inhibidores de la sintesis
de colesterol,...).
10) La nueva farmacologia de la GSK-3: litio y kenpaullonas.

El posible empleo de inhibidores de B-secretasa, aunque se han sin-
tetizado toda una serie de péptidos miméticos, sigue sin desarrollarse,
en prevision de los efectos secundarios derivados de bloquear la forma-
cion de factores de crecimiento cuyos precursores estan en la membrana
plasmatica.

Se ha sugerido la posibilidad de emplear estatinas para reducir el co-
lesterol reduciendo de este modo el corte de las B y y-secretasas. De modo
analogo se ha sugerido el empleo de los antiinflamatorios no esteroideos,
cuyas acciones se relacionan con la mayor expresion de genes implicados
en el transporte de colesterol a traves de las HDL, en acciones nucleares
no relacionadas con la actividad de las ciclooxigenasas. De todos modos
parece dificil realizar una medicacion preventiva con este tipo de com-
puestos, que tendrfan que ser administrados durante toda la vida y cuyos
efectos secundarios, no deseables, son bien conocidos.

Una nueva esperanza se ha abierto con la accion del litio sobre el
enzima GSK-3 y los inhibidores conocidos como Kenpaullonas, cuyo al-
cance y posibilidades reales terapéuticas habra que asegurar en el futuro.
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Los intentos por remediar los efectos de la enfermedad de Alzhei-
mer han llevado a tratar de vacunar contra los péptidos AP y han
aparecido numerosas publicaciones al respecto. Las vias de vacunacion
han sido desde la nasal a la intracerebral y la compania Elan Pharma-
céutica, una de las mas implicadas, par6 las investigaciones en fase II,
en marzo de 2002, después de comprobar la aparicion de sintomas con-
sistentes con los de una meningoencefalitis (Scarpini et al., 2003).

Inhibidores de acetilcolinesterasa Inhibidores del receptor ionotropico de

glutamato tipo NMDA (neuroprotectores)
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Figura 13.—Principales farmacos comercializados para paliar los efectos de la enferme-
dad de Alzheimer.
Los inhibidores de acetilcolinesterasa son los empleados desde hace mas tiempo en el tratamiento,
pero se enfrentan con el grave problema de que en humanos solo existe un gen de este enzima vy sin
variaciones en el centro activo, con lo que no existe la posibilidad de explotar los resquicios de la
diversidad tan atiles en farmacologia. Los anti-acetilcolinesterasa utilizados en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer necesitan acceder al sistema nervioso central y contienen una considerable
parte hidrofobica que les permite atravesar la barrera hematoencefalica, lo que aumenta también su
toxicidad a nivel hepatico.

Otros compuestos disponibles actiian sobre el receptor ionotropico de glutamato de tipo NMDA,
destaca entre ellos la memantina, que también se recomienda en el tratamiento de la esclerosis lateral
amiotrofica y otras situaciones de estrés celular, como neuroprotector.

Los inhibidores de GSK3, como litio y kenpaullonas, necesitan de una seria evaluacion de sus
posibilidades reales.
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Otro aspecto relevante concerniente a los efectos toxicos de los pép-
tidos, ha sido el que en nihos que nacen con el sindrome de Down, por-
tadores de una dotacion adicional del gen APP y de su producto protei-
co, se desarrolla toxicidad mitocondrial con exceso de calcio intracelular.
Esto ha servido para tratar de relacionar la enfermedad de Alzheimer con
la excitotoxicidad y paliar los efectos evitando la despolarizacion masiva
de las neuronas con neuroprotectores. Entre los neuroprotectores mas
usados esta el farmaco de moda, denominado Memantina, que acta blo-
queando el poro del receptor de NMDA, que es el receptor ionotropico
de glutamato, impidiendo asf la masiva entrada de sodio, pero sobre todo
del i6n calcio y la excitotoxicidad. Este farmaco se emple6 antes como
neuroprotector. Sus efectos en Alzheimer son cuando menos escasisimos
y una evaluacion rigurosa de su validez es cada vez mas necesaria. En Es-
tados Unidos la FDA lo ha aprobado, pero con multiples reservas, ya que
seg(in los miembros del comité, los efectos son muy escasos, o marginales
en la mejora cognitiva del enfermo de Alzheimer.

Otros muchos farmacos han sido desarrollados, pero no es todavia
evidente que hayamos alcanzado el grado de conocimiento basico sufi-
ciente para desarrollar una farmacologia precisa y eficaz (Palmer, 2002;

Scarpini et al., 2003).

Normalmente, tendemos a pensar que las causas que originan una
enfermedad tan devastadora como ésta, deben de radicar en proteinas
con funciones importantisimas en el funcionamiento celular, pero el
hecho de que los animales en los que se ha suprimido el gen del APP
no sufran ninguna anomalia contradice en cierto modo el pensamiento
inicial. En el otoho de 2002 falleci6 René Thom, padre de la teoria
de catastrofes, y esto me trae a la memoria que tal vez sea el acimulo de
pequehas catastrofes, ayudado por algin rasgo genético y medio-am-
biental, y sobre todo por la funcion tiempo, lo que define la situacion
en la enfermedad de Alzheimer. Es necesario conocer como se producen
las catastrofes para intentar evitarlas y asi dilatar el tiempo. De todos
modos, en la gran tragedia de la enfermedad de Alzheimer conocemos
el escenario y algunos actores, empezamos a descifrar sus mondlogos,
pero carecemos del hilo conductor de sus dialogos desde el primer acto
hasta que cae el telon.
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CAPITULO 3

Enfermedad de Parkinson

INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson es la mas representativa entre las en-
fermedades neurodegenerativas que cursan con anomalfas del movimien-
to, con una prevalencia que se incrementa con la edad y que afecta
aproximadamente a un 1% de la poblacion a la edad de sesenta y cinco
anos (Mayeux, 2003). La enfermedad se caracteriza por una lentitud de
movimientos, denominada bradiquinesia, rigidez muscular, temblor con
movimientos involuntarios de las manos y trastorno del equilibrio, que
dificulta la marcha. Fue descrita por primera vez en 1817 por James
Parkinson, quien la denominé paralisis agitante. En época tan temprana
como 1912, Lewy describe que existen en estos pacientes unas inclusio-
nes en el citoplasma de las neuronas, demostrandose méas tarde que las
neuronas principalmente afectadas eran las de la sustancia nigra. Aun-
que los cuerpos (inclusiones) de Lewy pueden aparecer en otras neuro-
nas, su presencia en la sustancia nigra, junto con la pérdida de células
dopaminérgicas, se consideran aspectos neuropatoldgicos esenciales para
diferenciar el Parkinson idiopatico de otros desdrdenes motores. Una
excelente revision en castellano es la de Obeso et al. (2002).
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ORIGEN DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

El origen de la enfermedad de Parkinson puede ser muy diverso, de
hecho existe una alta incidencia relacionada con el empleo de pestici-
das agrarios y mas recientemente el descubrimiento de una toxina, ori-
ginada como subproducto en la sintesis de analogos sintéticos de la

heroina (Cowen, 2002; Migliore y Coppedg, 2002).

Se conocen patologias especificas de las vias dopaminérgicas, siendo
la enfermedad de Parkinson la méas conocida, con o sin demencia aso-
ciada. Los modelos para destruir selectivamente las neuronas dopami-
nérgicas se basan en el transporte especifico de analogos de la dopamina
en las terminales sindpticas. La primera toxina en ser utilizada fue la
6-OH-dopamina, que con tres sustituyentes hidroxilos en su anillo aro-
matico se oxida con gran facilidad. Esta sustancia, por su extraordinaria
analogfa con la dopamina, es internalizada por los transportadores se-
lectivos de las terminales sinapticas, desde donde difunde al soma y
destruye las neuronas dopaminérgicas, produciendo especies altamente
reactivas que inducen necrosis o apoptosis segtin la dosis. Fue también
la primera en ser empleada para trazar los mapas cerebrales y permitiod
definir en el aho 1971, las vias dopaminérgicas, entre ellas la nigro-
estriatal y la méas difusa tegmental ventral que llega hasta el sistema
limbico y el cortex (Ungerstedt, 1971). Es posible que la dopamina
act@ie de modo similar a la 6-OH-dopamina, aunque de un modo mucho
mas suave. Es evidente que la sustancia nigra, nacleo donde residen los
somas de las neuronas dopaminérgicas, recibe ese nombre por el acimu-
lo de compuestos negruzcos, similares a la melanina (neuromelanina),
originados en la oxidacion, ciclizacion y polimerizacion de la dopamina.

El modelo de Parkinson en animales mediante el empleo de 6-OH-
dopamina es de facil desarrollo y muy rapido, por lo que se sigue em-
pleando en la actualidad, incluso como modelo para el desarrollo de
terapias con células madre. Actualmente se dispone de otro modelo,
que mimetiza con mayor precision y de modo mas selectivo las disfun-
ciones del Parkinson en humanos. En este modelo el agente toxico es
el 1-metil-4-fenil-tetrahidropiridina (MPTP), que es oxidado a 1-metil-
4-fenilpiridinium (MPP*) (Kopin, 1992; Herken and Hucho, 1992).
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Este metabolito oxidado es captado con gran selectividad por las termi-
nales dopaminérgicas del estriado, en donde produce alteraciones de la
funcion mitocondrial, generandose radicales libres de oxigeno ROS,
que participan en la destruccion de las neuronas. La muerte neuronal se
produce por degeneracion axonica, alcanzando lentamente el soma
neural localizado en la parte compacta de la sustancia nigra. El desarro-
llo de los sintomas de Parkinson es lento y depende de la dosis. Curio-
samente la Gnica via dopaminérgica dahada es la nigro-estriatal, que-
dando indemne la via tegmental ventral que inerva el cortex y el sistema
limbico.

Generalmente los primeros sintomas de la enfermedad aparecen
cuando se han perdido un 60% de las neuronas dopaminérgicas y en las
etapas mas avanzadas se pueden llegar a perder hasta un 90%, con la
correspondiente pérdida del neurotransmisor dopamina. Una vez cono-
cida la via de sintesis de dopamina, el precursor L-DOPA fue propuesto
como agente terapéutico por Arvid Carlsson en 1959. Este investigador
recibio el Premio Nobel de Medicina en el aho 2000 (Carlsson, 2001).
Con las técnicas de tomograffa de emision de positrones (PET), es
posible utilizando un analogo de la L-DOPA, la [**FlfluoroDOPA, sus-
trato de la descarboxilasa que genera dopamina, visualizar en el cerebro
in vivo el estado funcional de las neuronas dopaminérgicas. Las iméage-
nes obtenidas permiten comprobar como los sintomas de Parkinson se
correlacionan con la pérdida de volumen del ntcleo de la sustancia
nigra.

FUNCION NEUROTRANSMISORA DE LA DOPAMINA

El neurotransmisor dopamina es una catecolamina que se sintetiza
a partir del aminoacido tirosina por hidroxilacion del anillo aromético,
mediante el enzima tirosina hidroxilasa (TH). El producto de la reac-
cion es la L-DOPA, que es posteriormente descarboxilada por la ami-
noacido aromético descarboxilasa. El producto resultante es la dopami-
na, una de las catecolaminas mas importantes de cerebro. La dopamina
estd almacenada en vesiculas y se libera a la sinapsis por exocitosis
regulada.
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La dopamina acttia sobre el estriado a través de receptores metabo-
tropicos acoplados a protefnas G, modulando generalmente los niveles
de AMP ciclico y la fosforilacion de proteinas, estos receptores son
conocidos como DI, D2, D3, D4 y D5. Los tipos D1 y D5 activan el
enzima adenilatociclasa, incrementando los niveles de AMPc, mientras
que los tipos D2, D3 y D4 los disminuyen. En el niicleo estriado hay una
gran abundancia de receptores de tipo D1, sobre todo en el soma de las
neuronas colinérgicas, que a su vez establecen contacto sinaptico con
las gabaérgicas del mismo nacleo. Estas a su vez establecen sinapsis
inhibidoras tanto en el globus pallidus como formando un bucle de re-
trocontrol sobre las dopaminérgicas de la sustancia nigra.

La comprension de los mecanismos moleculares de actuacion de la
dopamina y sus cascadas de sehalizacion intracelular se deben a los
esfuerzos del grupo de Paul Greengard, galardonado con el Premio Nobel

de Medicina en el aho 2000 (Greengard, 2001).

IMPORTANCIA DE LA RECAPTACION DE DOPAMINA Y
METABOLISMO ENZIMATICO Y NO-ENZIMATICO

El neurotransmisor, una vez que ha actuado, es recaptado con gran
selectividad por el transportador especifico localizado en las terminales
sinapticas dopaminérgicas, que se denomina transportador de dopamina
(DT). Aproximadamente el 95% de la dopamina es internalizada para
su reutilizacion. A nivel de este transportador de la membrana plasma-
tica es donde act(a la cocaina, que es un excelente inhibidor, obligando
de este modo a una permanencia prolongada de la dopamina en el
espacio extracelular y provocando la sensacion de euforia por sus accio-
nes sobre los receptores situados en el sistema limbico. Este transporta-
dor es esencial para la captacion de los analogos de dopamina que van
a actuar como toxicos en la neurona dopaminérgica y que le confieren
su gran especificidad en los mecanismos toxicos (Baumgarten y Zim-
mermann, 1992).

La dopamina, una vez internalizada al citosol de la neurona dopa-
minérgica, necesita ser recaptada por el transportador vesicular. Este
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transportador es menos selectivo y puede internalizar todas las aminas
aromaticas, se denomina transportador vesicular de monoaminas, sus
siglas son VMAT, y existen dos genes con distinta distribucion en las
neuronas simpaticas centrales y periféricas, en las neuronas dopaminér-
gicas se expresa sobre todo el gen del VMAT?2. La captacion eficaz por
parte de la vesicula es absolutamente necesaria, pues de otro modo la
dopamina podria difundir hasta la membrana externa de la mitocondria,
donde esta localizada el enzima monoamina oxidasa (MAQ).

¢ Por qué es tan fragil la
neurona deopaminérgica?

Autooridacien de los catecoles
(dopamina y¥ L-DOPA),

MAQ - pexidacidn de las aminas y
formacién de agua oxigenada.

2 z}rransportadnres especificas  da

ﬁ dapamina (DT},

P
Llazsmmms
4

M Loy
TR

Figura 14.—Aspectos relevantes de la neurona dopaminérgica.
La neurona dopaminérgica posee una serie de enzimas y transportadores que le permiten mantener
su identidad neurotransmisora y por lo tanto su funcion. Curiosamente, es lo que preserva su
identidad lo que esta en el origen de su vulnerabilidad. En primer lugar, tanto el precursor L-DOPA,
como la dopamina, son catecoles que pueden oxidarse espontaneamente y producir sustancias poli-
méricas negruzcas. En segundo lugar, si la dopamina no es recaptada rapidamente por los transpor-
tadores vesiculares de monoaminas (VMAT), puede ser oxidada por la monoaminooxidasa B (MAO-
B), produciéndose peroxido de hidrogeno y radicales libres. Por ailtimo, el transportador especifico
de dopamina, situado en la membrana plasmatica (DT), es el lugar de entrada de modo espectfi-
co a esta neurona de toda una serie de sustancias toxicas, como la 6-OH-dopamina o el MPP*.
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La oxidacion de la dopamina por la MAO produce un aldehido
altamente reactivo y agua oxigenada, que necesita una destoxificacion
posterior. Pero son las reacciones no enzimaticas las que escapan al
control celular y se convierten en altamente peligrosas, produciendo
radicales libres que dahan directamente el ADN mitocontrial y nuclear,
asf como otras protefnas funcionalmente relevantes (Floyd y Hensley,
2002). El hecho de que sea la propia dopamina la que genera la apari-
cion de radicales libres, explicarfa la tendencia a morir por oxidacion de
las neuronas dopaminérgicas, y también que el tratamiento prolongado
con L-DOPA pueda resultar toxico a largo plazo sobre las neuronas
dopaminérgicas, no so6lo de la sustancia nigra, sino también de otras
neuronas dopaminérgicas de las vias que van al sistema limbico y afec-
tan el comportamiento. En el apartado dedicado a los aspectos funcio-

OH OH OH
OH OH
- - » La excesiva formacion de radicales libres
TH DOPA DC . .
puede constituir uno de los mayores procesos
CH, <I3H2 CIHz
t

patogénicos en la enfermedad de Alzheimer.

H= C=NH, H=C= NH, CH,
OO cooH Nhe +La MAO-B genera H,0,.
L-tirosina L-DOPA Dopamina

OoH » El exceso de hierro puede incrementar los
@C’H MAO-B+0,+H,0 procesos oxidativos y el riesgo de Parkinson.
CH.

+ El O, oxida de modo no enzimatico la dopamina
T2 34-DOPAATNH,+H,0, y otros catecoles generando i6n superoxido.
CHO
Ho0, * glutation 0o, Jutation + 280« El enzima superodxido dismutasa elimina el ion
PEROXIDASA superéxido.

H,0; ———— «OH + OH"

Fez’ - Fe™* e - - re - ’ ] - -

» El idn superéxido y el éxido nitrico, originan los
poderosos radicales libres peroxi-itrito y el

20, + 2H' ———— H,0, + O, radical hidroxilo.

DA+ O, ——— SQ + O, + H*

0, + NO ——» ONOO™— .OH + .NO,

Figura 15.—Via de sintesis de la dopamina y degradacion enzimatica y no enzimatica.
Generacion de radicales toxicos.
TH, tirosina hidroxilasa. DOPA DC, DOPA descarboxilasa, también conocida como aminoacido
aromatico descarboxilasa (AADC). MAO-B, monoamina oxidasa de tipo B. SOD, superoxi-
do dismutasa. La dopamina al oxidarse de modo no enzimatico, lo que se incrementa en presencia
de un exceso de hierro, produce ion superoxido y la semiquinona de la dopamina, que puede asociarse
con grupos reactivos de las proteinas, como ocurre en el caso de la o-sinucleina.
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nales de las protefnas, cuyas mutaciones son relevantes en el Parkinson
familiar, veremos la importancia de la semiquinona de dopamina, que
es un producto de oxidacién no enzimatico.

FACTORES GENETICOS

En personas con incidencia de Parkinson familiar, las probabilida-
des de sufrir la enfermedad se incrementan notablemente y este hecho
ha llevado a la basqueda de los genes implicados. Curiosamente no se
ha encontrado relacion alguna con polimorfismos o isoformas de los
receptores de dopamina, o sus transportadores, que si son relevantes en
la drogadiccion. La identificacion de los genes que confieren suscepti-
bilidad o son causa directa de la enfermedad de Parkinson constituyeron
en su momento una auténtica sorpresa. Hoy en dfa a estos genes se les
agrupa como genes PARK y se conocen desde el PARK1 al PARK10,
numerados por orden de descubrimiento y codificando cada uno de ellos
una proteina diferente.

El PARKI es el gen que codifica la proteina denominada o-sinuclei-
na, se encuentra localizado en el cromosoma 4, se transmite de modo

Parkinson familiar

» Se conocen 10 locus genéticos: zonas de los cromosomas en donde se
producen mutaciones relacionadas con el Parkinson.

* Se nombran como genes PARK ( PARK1- PARK10).
» Solamente de 4 de estos genes se conoce la proteina que codifican:

» PARK-1- Locus cromosoma 4q21- a-sinucleina.

» PARK-2- Locus cromosoma 6q25- Parkina.

» PARK-5- Locus cromosoma 4p14- UCH-L1.

» PARK-7- Locus cromosoma 1p35- Factor nuclear NURR.

» Mutaciones en estos genes son la causa de Parkinson familiar, que
representa un porcentaje muy pequeiio con respecto al total.

* Recientemente se ha descubierto en algunos pacientes parkinsonianos
la presencia de varias copias del gen de la a-sinucleina.
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autosdmico dominante, con aparicion temprana de los sintomas y desa-
rrollo rapido de la enfermedad. Estudios post-mortem muestran la pre-
sencia de la proteina en los cuerpos de Lewy, preferentemente en su
zona interna.

El PARK2 es el gen que codifica la proteina parkina, esta localizado
en el cromosoma 6, se transmite de modo autosdmico recesivo, con
aparicion temprana de los sintomas y desarrollo lento de la enfermedad.
En estudios post-mortem se ha comprobado que en los nicleos basales
del cerebro no se desarrollan cuerpos de Lewy.

De los otros genes, citar el PARK5, que codifica la proteina UCH-
L1, localizado en el cromosoma 4, se transmite de modo autosdémico
dominante, con comienzo temprano y progresion rapida, también se
desarrollan cuerpos de Lewy.

El grupo de genes cuyas mutaciones inducen Parkinson familiar
también comprende el NR4A2, cuya proteina pertenece a la superfami-
lia de receptores nucleares, la NURR. Este gen es el que recientemente
se ha identificado con el gen del locus PARK-7, conocido también
como DJ-1. Este receptor nuclear es esencial para la adquisicion y man-
tenimiento del caracter dopaminérgico de la neurona. En su ausencia o
con un funcionamiento andémalo, las neuronas dopaminérgicas son muy
escasas en namero. Ademas este factor es capaz de modular la expresion
del enzima inicial de la via de sintesis, que es la tirosina hidroxilasa,
modificando también las respuestas del sistema noradrenérgico. Esta es
una de las razones por las que se plantea si en algunas ocasiones la en-
fermedad de Parkinson es de hecho una enfermedad del desarrollo y
diferenciacion neural, las mutaciones encontradas en el gen NR4A2 del
cromosoma 2q22-23 se corresponden con la zona no-codificante (Boni-

fati et al., 2003; Butcher, 2003).

En el apartado anterior hemos definido una serie de genes cuya
anomalfa produce Parkinson familiar, y otros que pueden conferir una
cierta predisposicion. Existen actualmente modelos genéticos en roedo-
res y en la mosca del vinagre, Drosophila melanogaster, entre otros, en los
que se bloquea alguno de los genes anteriormente citados, reproducien-
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do los sintomas observados en humanos (Dawson, 2000; Masliah y Has-
himoto, 2002). Estos modelos se han convertido en un utensilio va-
liosisimo para conocer en profundidad los mecanismos que llevan a la
muerte neuronal selectiva de las neuronas dopaminérgicas. Pero es ne-
cesario sehalar que estos tipos de Parkinson con componente familiar
SON Muy €escasos.

Otros genes que confieren susceptibilidad estan relacionados con
enzimas del metabolismo y destoxificacion de farmacos, pesticidas y en
general xenobioticos, asi como factores que afectan el nivel redox de la
célula y el funcionamiento mitocondrial. Entre ellos destacan los rela-
cionados con el enzima Glutation transferasa (GST) de las que existen
por lo menos siete familias, el enzima es capaz de bloquear grupos sul-
fidrilos susceptibles de ser oxidados y es una proteccion contra proble-
mas oxidativos. Entre los miembros de la familia destaca la GST tipo
T1 (GSTT1), que presenta polimorfismos y una de sus variantes con-
fiere mayor susceptibilidad a Parkinson tardfo. Es importante sehalar
que el glutation GSH, sustrato de esta enzima es esencial para mantener
el nivel redox de la célula y alteraciones de sus niveles pueden sensibi-
lizar a las neuronas en estados de estrés, sobre todo oxidativos. Otro gen
implicado es el del citocromo CYP2D6, cuya isoforma tipo 4 confiere
susceptibilidad a Parkinson tardio, sobre todo en personas dedicadas a
faenas agricolas. Finalmente el enzima de destoxificacion, conocido
como N-acetilasa, que acetila grupos -NH2 formando enlaces amida,
puede conferir susceptibilidad a Parkinson cuando esta presente la iso-
forma de acetilacion lenta, la NAT2 (Migliore y Copedé, 2002; Di
Monte, et al., 2002).

BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE LAS PROTEINAS
RELEVANTES EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.
RELACION CON LA VIA DE UBIQUITINACION Y
PROTEOSOMA

El descubrimiento de los genes causantes de la forma precoz de
la enfermedad de Parkinson hizo replantearse el escenario celular que
lleva finalmente a la muerte de la neurona dopaminérgica, pues los
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genes implicados no son exclusivos de estas neuronas. Los modelos
animales, suprimiendo o sobre-expresando estas proteinas han propor-
cionado indicaciones muy valiosas para conocer sus funciones. Es de
destacar que todas las proteinas encontradas en los cuerpos de Lewy en los
enfermos de Parkinson, estan relacionadas entre si a través de la via degra-
dativa de proteinas ligada a ubiquitina y conocida como UPP (ubiquitin-

proteasomal pathway) , que dirige las proteinas alteradas al proteasoma (Gias-
son y Lee, 2003).

Estudios de hibridacion in situ demuestran que las tres proteinas mas
prominentes en el Parkinson familiar, la a-sinuclefna, la parkina y el

Via degradativa de la ubiquitina por el proteasoma

-sinucleina
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Figura 16.—Proteinas relevantes en la enfermedad de Parkinson, relacion con la
degradacion via proteosoma.
La mayor parte de las proteinas relacionadas con el parkinson familiar, descubiertas hasta el momen-
to, estan relacionadas con las vias de degradacion conocida como via de la ubiquitina proteasoma.
La ubiquitina es activada por sucesivos enzimas que la transfieren a las proteinas que tienen que ser
degradadas por estar alterada su estructura, o glicosiladas de modo no enzimatico, que es una senal
de envejecimiento. Las proteinas ubiquitiniladas son reconocidas por el proteasoma. La parkina
es de hecho un enzima capaz de transferir la ubiquitina activada sobre los sustratos susceptibles de
degradacion. En una situacion normal la o-sinucleina cuando esta glicosilada (0-SP22) es sustrato
de la parkina y se degrada en el proteasoma. Otra situacion ocurre cuando la o-sinucleina esta
mutada, o se le ha unido de modo covalente la semiquinona de la dopamina o de la L-DOPA, en
este caso no son funcionales y forman agregados no degradables que se acumulan y son el compo-
nente mayoritario de los cuerpos de Lewy.
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enzima, que es responsable de la eliminacion de ubiquitina de las pro-
tefnas una vez que llegan al proteasoma, la UchL1, tienen unos patro-
nes de expresion similares y se expresan abundantemente en las neuro-
nas dopaminérgicas (Chung et al., 2001).

La a-sinuclefna (protefna procedente del gen PARK1) es una pro-
tefna fosforilada que se encuentra en las neuronas, siendo mas abun-
dante en la zona presinaptica. Consta de una zona aminoterminal con
repeticion de hasta seis veces de un motivo estructural, que es donde se
localizan las variantes familiares de la enfermedad. La zona carboxilo
terminal estd cargada negativamente y puede existir como forma glico-
silada, a la forma glicosilada de la o-sinuclefna se le denomina o-Sp22.
Esta proteina puede formar fibrillas, o protofibrillas y su sobreexpresion
en drosophila produce pérdida de neuronas dopaminérgicas en las moscas
de cierta edad, que pierden paralelamente su capacidad de volar (Mas-
liah & Hashimoto, 2002). La a-sinucleina en su forma glicosilada es un
buen sustrato para la proteina parkina, que la acopla a la ubiquitina
para ser degradada. De modo general las formas glicosiladas de proteinas
citosolicas suelen serlo de modo no enzimatico y son indicativas de
vejez en la estructura proteica. Por el contrario la forma no glicosilada
de la o-sinucleina es funcional, y puede formar fibrillas en zonas sinap-
ticas y de las neuritas. En los enfermos de Parkinson la o-sinuclefna
aparece en los cuerpos de Lewy, preferentemente sin glicosilar. La cues-
tion es: ;qué tienen las neuronas dopaminérgicas para que en este tipo de
neuronas la o-sinucleina se acumule en los cuerpos de Lewy vy las alteracio-
nes de su gen induzcan Parkinson? El nexo de union no parece evidente,
pero trabajos recientes indican que la propia dopamina oxidada de modo
no enzimatico a semiquinona, se une y estabiliza las protofibrillas de la
o-sinucleina, impidiendo que se formen las fibrillas y su funcion (Con-
way et al., 2001; Muchowski, 2002). Las protofibrillas son las que ini-
cian las inclusiones formando los cuerpos de Lewy, al que posteriormen-
te se van ahadiendo otros componentes del sistema de degradacion.

La parkina, producto del gen PARKZ, es una proteina que pertene-
ce a la familia de enzimas capaces de unir la ubiquitina a los sustratos
que van a ser degradados en el protesoma. La parkina también recibe el
nombre de Ubiquitina E3 protein ligasa. Es por tanto previsible que alte-
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raciones de este gen produzcan un acimulo de protefnas que son sus sus-
tratos, entre los que se encuentran la forma glicosilada de la a-sinuclei-
na, que es la a-Sp22, y también la sinfilina y el CDCrel-1, entre otras
(Chung et al., 2001). La parkina también esta implicada en la ubiqui-
tinacion de proteinas que se forman en el reticulo de modo anomalo,
tratando de paliar lo que se conoce como estrés de reticulo, que puede
ser inducido por factores diversos, virus, proteinas alteradas, escasez
energética, o excesiva entrada de calcio ligada al descontrol del funcio-
namiento neural.

El UchL1, es el producto del gen PARKS5, es un proteina con fun-
cion enzimatica, capaz de hidrolizar el o los restos de ubiquitina que

Estructura de la a-sinucleina:
Forma fibrillas que estabilizan las sinapsis.
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dearadables. En consecuencia la osinucleina sdlo forma
agregados dsl tipe de cuerpes de Lewy an las neuronas
gue cantienen dopamina y L-DOPA.,

Figura 17.—Estructura y funcion de la a-sinucleina.
La o-sinucleina forma fibrillas que polimerizan y despolimerizan, como otros tipos de proteinas del
citoesqueleto. Para ello tiene una serie de secuencias repetidas por donde redliza la interaccion,
ademas tiene otras zonas funcionales que le permiten interaccionar con la membrana sinaptica vy
estructuras vesiculares. Entre las mutaciones conocidas destacan las de una alanina por prolina, que
rompe la estructura en hélice de las yonas de interaccion y la mutacion de una alanina por treonina
que altera la interaccion de las fibrillas entre si.
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estan unidos a las proteinas, una vez que éstas se han asociado al pro-
teasoma para su degradacion. Alteraciones en este gen con pérdida de
la funcion hidrolitica explican el acimulo de ubiquitina en los cuerpos
de Lewy.

LA PELIGROSIDAD DE LA NEURONA DOPAMINERGICA,
EL PROBLEMA ADICIONAL DE LA L-DOPA

Las tres proteinas més prominentes en el Parkinson familiar, la
o-sinucleina, la parkina y la UchL1, tienen unos patrones de expresion
similares y se expresan abundantemente en muchas neuronas donde sus
fallos son casi silenciosos, sin excesivas consecuencias. ;Cual es la razon
para que en las neuronas dopaminérgicas las anomalias en estas proteinas
cursen con la muerte neuronal? La razon estriba en la propia presencia del
neurotransmisor dopamina y de su precursor L-DOPA, ambas sustancias
son catecoles, facilmente oxidables y capaces de formar, por oxidacion,
agregados y productos similares a las melaninas. La neurona dopaminér-
gica dispone de sistemas para evitar su oxidacion y almacena la dopa-
mina en vesiculas acidicas, pero la eficacia de los sistemas biologicos no
es del 100%. Esta eficacia se ve comprometida en presencia de un
exceso de hierro, o cuando se generan mas radicales libres de lo normal,
y también cuando existen mutaciones en proteinas dedicadas al mante-
nimiento celular y sindptico, produciéndose las alteraciones a mayor
velocidad de lo que ocurre en un envejecimiento normal.

Al contrario que otros neurotransmisores, en la neurona dopami-
nérgica el neurotransmisor dopamina es una sustancia facilmente oxi-
dable de modo no enzimatico, produciendo estructuras de naturaleza
semiquinonica. Esta reaccion es mucho mas frecuente en presencia de
un exceso de hierro celular. Es el producto oxidado de la dopamina (y
también de la L-DOPA), lo que se une a las primeras protofibrillas de
la sinucleina, que inician asf su lento acimulo para formar los cuerpos
de Lewy. Estas protofibrillas no pueden asociarse para formar las fibrillas
funcionales, acumulandose y siendo dificilmente degradables, al no ser
reconocidas como sustrato. Este hecho nos indica lo importante que es una
recaptacion eficay por parte de los sistemas de transporte wvesiculares para
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evitar a toda costa que la dopamina esté libre en el citosol, y por otra parte,
el hecho de que una dosis excesiva de L-DOPA, o incluso ajustada, puede
a la larga ser perjudicial.

Para evitar los efectos oxidativos se ha propuesto una alimentacion
rica en antioxidantes tipo Vitamina E y C, los cuales in vitro evitan la
oxidacion de la dopamina y la estabilizacion de las protofibrillas, aun-
que in vivo, una vez formados hay poco que hacer. Ademéas la Mono-
amina-oxidasa MAQO puede transformar en aldehido el grupo amino de
la dopamina, originando un compuesto que puede reaccionar con los
grupos amino y alcohol de multiples proteinas celulares.

TERAPIAS ANTIPARKINSONIANAS

La gran revolucion se inicid con la introduccion en terapéutica de
la L-DOPA por Carlson, Premio Nobel del aho 2000, justamente por
racionalizar la farmacologia antiparkinsoniana (Carlsson, 2001). Esta

Tratamientos actuales del Parkinson

1) Terapia de sustitucion con L-DOPA y combinaciones.

2) Empleo de inhibidores de Ila aminoacido-aromatico
descarboxilasa periféica (AADC) y de los enzimas
degradativos mono-amino oxidasa (MAO) y catecol-O-
metiltransferasa (COMT), en combinaciéon con L-DOPA.

3) Empleo de agonistas de receptores de dopamina.

4) Antagonistas de receptores de adenosina A,,.

5) Transplantes celulares.

6) Factores de crecimiento especificos.

7) Cirugia.

8) Estimulacién profunda del cerebro.
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sustancia es un precursor de la dopamina que se genera in situ por
descarboxilacion, realizada por la L-aminoacido-aromatico descarboxi-
lasa L-AADC. Existen varias isoformas del enzima y es relativamente
abundante fuera del sistema nervioso, por lo que para que la L-DOPA
pueda alcanzar el sistema nervioso central en cantidad suficiente, se
suele administrar con un inhibidor del enzima periférico, que no atra-
viese la barrera hemato-encefalica.

Actualmente se ha comprobado la importancia del metabolismo de
la dopamina asociado con la catecol-metil-transferasa (COMT) y exis-

Sustancias terapetticas en combinacion con L-DOPA

| Inhibidores de la AADC |

OH OH OH
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Figura 18.—Farmacos empleados en el tratamiento de Parkinson en combinacion con
L-DOPA para evitar su degradacion periférica.

La L-DOPA, precursor de la dopamina, es la sustancia empleada mayoritariamente en el tratamien-

to del Parkinson. Para evitar que sea descarboxilada periféricamente y llegue en suficiente cantidad

al sistema nervioso, se suele utilizar en combinacion con inhibidores periféricos del enzima amino-

acido aromatico descarboxilasa (AADC).

Otro enzima importante en la degradacion, tanto periférica como a nivel central, es la Catecol-O-

metil-transferasa, que transfiere el metilo desde la S-adenosil —metionina a uno de los grupos

oxidrilo del catecol, formando el 3-O-metil-derivado de la L-DOPA, o de la dopamina—. Los

inhibidores de este enzima se suelen administrar para bloquear la accion periférica, sobre todo a nivel
hepatico, y no atraviesan la barrera hemato-encefalica.
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ten inhibidores para este enzima, los cuales también se han administra-
do conjuntamente con la L-DOPA. La idea es siempre la de reducir al
méaximo la dosis de L-DOPA para evitar sus efectos secundarios.

Con la misma finalidad de reducir o evitar la L-DOPA, actualmente
se ha propuesto la utilizacion de los agonistas de tipo D1, los cuales
ejercen acciones beneficiosas, pero también los antagonistas de recep-
tores de adenosina de tipo A, ,. Curiosamente la enfermedad de Parkin-
son retrasa su aparicion en los grandes consumidores de café, porque la
cafeina actia como un inhibidor generalizado de todos los receptores de
adenosina, aunque se busca desesperadamente algin antagonista A,,,
sin efectos secundarios para emplear en esta terapia (Lindskog, 2002).

Sustancias terapeltticas en combinacion con L-DOPA

| Inhibidores de laMAO |

oH
CH;—N—-CH,-C=CH
Pargyline
(0]
© OO N b e NH
CH,~ CH-CH, o=cH TN e
_' _ "= HN— P '_'_' H2
CHsN~CH,~C=CH CH, Cl
Deprenyl Rasagiline Lazabemide

cl cl
O-CH;~CH;~CH,

CHz—N—CH,-C=CH
Clorgyline

Figura 19.—Farmacos empleados en el tratamiento de Parkinson en combinacion con
L-DOPA. Inhibidores de MAO.
La gran toxicidad de la L-DOPA sobre las neuronas dopaminérgicas, todavia existentes en los
enfermos de Parkinson, hace que la administracion de L-DOPA deba de ser perfectamente contro-
lada. Por ello se administra conjuntamente con un inhibidor del catabolismo de catecolaminas a
través de la MAO, para optimizar la dopamina formada en las propias neuronas. Antes se buscaban
los inhibidores mas especificos de MAO-B, que es el enzima mas abundante en estriado, pero
actualmente se combina la L-DOPA con inhibidores menos especificos.
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La expresion conjunta de receptores de adenosina A2, y de dopa-
mina D2 en las neuronas de estriado, ha planteado la cuestion de si
estos receptores pueden formar heterodimeros, siendo asf susceptibles de
una farmacologia conjunta. De hecho estos heterodimeros A2,-D2 se
localizan de modo preferente en las espinas dendriticas de las neuronas
GABAérgicas estriado-pallidales (Ferré et al., 2003). Estas espinas
es donde se localizan las densidades post-sinapticas de las terminales
glutamatérgicas. El desarrollo de ligandos bivalentes, que actGian de
agonistas de los receptors D2 y como antagonistas de los A2,, es uno

Agonistas de receptores dopaminérgicos
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Figura 20.—Agonistas de receptores dopamineérgicos empleados en el tratamiento del
Parkinson.
Cuando las neuronas dopaminérgicas estan practicamente destruidas en el Parkinson tardio, los
agonistas de los receptores de dopamina podrian suponer muchas ventajas, pues actuarian directa-
mente sobre los receptores del estriado sin necesidad de procesamiento previo, como ocurre con la
L-DOPA. En el tratamiento se emplean de preferencia compuestos que tengan una actividad mas
selectiva sobre receptores de tipo D2, que son mas abundantes en el estriado y poca o ninguna sobre
receptores de tipo D1, que estan fundamentalmente asociados con la conducta social.
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de los objetivos actuales de la nueva farmacologia anti-Parkinsoniana

(George et al., 2002).

TRASPLANTES CELULARES Y FACTORES DE
CRECIMIENTO COMO NUEVAS TERAPIAS EN LA
ENFERMEDAD DE PARKINSON

La terapia de reemplazamiento celular ha sido realizada con células
de naturaleza aminérgica, de muy distinta procedencia, y es uno de los
aspectos que mas expectativas ha suscitado en la enfermedad de Par-
kinson (Bjorklund et al., 2003). El empleo de células fetales ha trope-
zado, no solamente con las consideraciones éticas, sino también con la
escasez y limitaciones de su diponibilidad. Recientemente se ha pro-
cedido a cultivar células embrionarias y tratar de multiplicarlas in vitro
mediante el empleo de factores de crecimiento especificos, lo que en
estos momentos es una posibilidad prometedora, pero todavia muy pre-
matura en cuanto a su utilidad. En Espana el grupo del doctor Lopez
Barneo (Espejo et al., 1998) ha desarrollado una original y prometedora
via utilizando para el trasplante las células dopaminérgicas del cuerpo
carotideo del mismo paciente. Estas neuronas no tienen ningan proble-
ma de compatibilidad, pues proceden del mismo individuo y tampoco
tienen problemas derivados del empleo de tejidos fetales y su compo-
nente ético.

Los controvertidos resultados y los mltiples inconvenientes deriva-
dos de los trasplantes celulares han fomentado la basqueda de otras al-
ternativas terapéuticas. Entre las Gltimas, la utilizacion de factores de
crecimiento, como el Factor Neurotrofico derivado de las células gliales
(GDNF). Este factor, administrado directamente en el putamen de pa-
cientes con enfermedad de Parkinson, ha demostrado ser eficaz y seguro.
El factor de crecimiento GDNF es importante para el mantenimiento y
desarrollo de las neuronas dopaminérgicas. El principal obstaculo para
su administracion es su gran tamaho molecular, lo que le impide atra-
vesar la barrera hemato encefalica. La administracion ha de hacerse
localmente y solamente cuando se inyecta directamente en el putamen
mediante un dispositivo de bomba por espacio de tiempo prolongado se
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observan acciones beneficiosas en la coordinacion motora, superiores a
las observadas en todo tipo de trasplantes (Butcher, 2003).

EPILOGO

En la enfermedad de Parkinson se conocen mejor los elementos que
entran en juego y cudl es su funcion, que en el caso de la enfermedad
de Alzheimer, pero no podemos olvidar que la gran mayoria de los
enfermos carecen de componente familiar y que en estos casos es donde
la predisposicion genética a padecer la enfermedad puede ser evitada
con unas precauciones medioambientales y de hébitos alimenticios. Es
también importante considerar que las neuronas dopaminérgicas crean
dentro de sus propias terminales un ambiente proclive a la oxidacion y
generacion de especies reactivas de oxigeno y por lo tanto a causar
dahos que serdn tanto mas notorios cuanto mayor sea su acamulo, lo
que logicamente es méas probable con la edad. En base a los conocimien-
tos actuales, se podria plantear una pregunta, ;Es la neurona dopaminér-
gica, como elemento acumulador de episodios oxidativos, un reloj programado
de los limites de nuestro tiempo de supervivencia cerebral?
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CAPITULO 4

Esclerosis lateral amiotrofica

INTRODUCCION

La esclerosis lateral amiotrofica (ASL) es una enfermedad letal que
se caracteriza por la muerte preferente de las motoneuronas espinales y
en las Gltimas etapas la muerte de las neuronas piramidales del cortex
motor. El soma de las motoneuronas se encuentra localizado en las astas
ventrales de la médula espinal, desde donde salen los axones para iner-
var los masculos. Comparado con el elevado namero de neuronas que
controlan los movimientos en los nicleos cerebrales, el aproximada-
mente 1 millébn de motoneuronas que controlan todos nuestros mascu-
los no parece demasiado elevado. Estas neuronas, de naturaleza colinér-
gica, son muy activas y por lo tanto muy sensibles a las situaciones de
estrés. El volumen del soma neural de la motoneurona comparado con
el contenido en sus axones es, como minimo, mil veces menor. Es por
lo tanto comprensible el gran esfuerzo que tiene que realizar la moto-
neurona para mantener las estructuras distales, que son las conexiones
de la union neuromuscular en perfecto estado. Las motoneuronas espi-
nales, debido a su naturaleza colinérgica, son sensibles a todas las toxi-
nas que afectan a este tipo de neuronas de modo especifico, algunas
entran a través del transportador de colina de alta afinidad de la mem-
brana plasmatica, otras inhiben el transportador de acetilcolina vesicu-
lar, impidiendo el almacenamiento del neurotransmisor, y finalmente
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algunas inhiben el enzima de sintesis (Hortnagl y Hanin, 1992). En
estos casos son todas las neuronas colinérgicas las afectadas, y no de
modo preferente las motoneuronas.

Esclerosis lateral amiotroéfica (ALS):
enfermedad de las neuronas motoras

« Es un trastorno de las neuronas motoras, sobre todo motoneuronas
espinales y finalmente neuronas piramidales del cortex motor.

» Tenemos cerca de 1 millon de motoneuronas para controlar todos los
musculos del cuerpo.

« Comienza entre los 45-60 afos y afecta mas a los varones en
proporcién 5/1.

« Solamente el 10% es de origen familiar con herencia autosémica
dominante (FALS).

- La mutacién familiar mas abundante corresponde al enzima
Superdxido Dismutasa (SOD).

ASPECTOS FUNCIONALES DE LA NEURONA MOTORA

El soma de las motoneuronas espinales y sus dendritas contienen
una alta densidad de zonas postsindpticas. Las terminales glutamatérgi-
cas son muy abundantes y los receptores ionotropicos de este neuro-
transmisor pueden ser de tipo NMDA, AMPA y Kainato. La llegada
masiva de glutamato puede inducir la entrada de calcio a gran escala y
si la situacion energética estd comprometida, los gradientes de membra-
na son dificiles de recuperar, pudiendo en casos extremos llegar a la
apoptosis neural (Dingledine y McBain, 1999). Aunque esta situacion
es posible, no suele ocurrir de modo agudo y generalmente las motoneu-
ronas van acumulando pequehos fallos que a la larga pueden se fatales.
Un dato que fortalece esta hipotesis es la alta incidencia de esclerosis
lateral amiotrofica (ALS), en los nativos de la Isla de Guam en el
Pacifico, los cuales consumen grandes cantidades de semillas de Crycas
circinalis. La presencia de un anéalogo estructural del glutamato, el B-N-
metilamino-L-alanina, en estas semillas, produce una estimulacion con-
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tinua y sostenida de los receptores de tipo AMPA y NMDA. La gran
abundancia de estos receptores en el soma de las motoneuronas espina-
les explica su degeneracion, que se produce de modo anterdgrado, es
decir, del cuerpo neural hacia el axén y sus conexiones sindpticas. Una
situacion analoga ocurre con los consumidores de harina de almorta,
pues el latirus sativus contiene otros agonistas de estos receptores iono-
tropicos de glutamato que median acciones muy similares (Herken y

Hucho, 1992).

Es probable que la ALS sea un conjunto de enfermedades que cur-
san finalmente con la muerte de las motoneuronas y que responden a
diversas causas.

Control del movimiento y neurotransmisores implicados

Cortera - Médula asplnal Misculo
Motora
g
e ‘ Muzrte preferents
?\ ) [ It de mofoneuronas
'\___‘ 1 esplnales an la
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Estriada

| DOPAMIMA

Sustancia Negra

Figura 21.—Neurotransmisores implicados en el control y ejecucion del movimiento.
Para todas las disfunciones motoras, sean del tipo que sean, es siempre necesario conocer la via de
control y ejecucion de los movimientos, pues dependiendo del tipo de anomalia, las vias se veran

interrumpidas a diferente nivel.
En la esclerosis lateral amiotrofica las vias de ejecucion del movimiento se interrumpen a nivel de
la neurona motora localizada en la médula espinal. La motoneurona es de naturaleza colinérgica y
esta densamente inervada por las neuronas glutamatérgicas.

117



M. Teresa Miras Portugal
IMPORTANCIA DE LAS SUPEROXIDO DISMUTASAS

Las superoxido dismutasas SOD son una clase de oxidoreductasas,
capaces de catalizar la dismutacion del id6n superoxido que se produce
cuando el oxigeno molecular recibe la transferencia de un Gnico elec-
tron. Este radical se produce como consecuencia del estrés en el citosol
o en la mitocondria. Los mamiferos contienen tres SOD que catalizan
la misma reaccion:

20, + 2H* ——> H,0, + O,

Pero cuyo centro catalitico puede contener diferentes metales: la SOD1
y la SOD3 contienen Cu/Zn y la SOD2 contiene Mn.

Esclerosis lateral amiotréfica de caracter familiar
¢ Qué falla en la motoneurona colinérgica?

Las mutaciones carentes de actividad del enzima Cu-Zn superdxido
dismutasa (Cu-Zn SOD) estan presentes en el 98% de los pacientes
con esclerosis lateral amiotréfica de origen familiar.

La reaccion catalizada por la superéxido dismutasa es:
20, + 2H* =H,0,+0,

Cuestiones por responder:

1) Si el enzima es muy abundante en todos los tejidos ¢ por qué son
las motoneuronas las mas dafiadas?

2) ¢Como produce este déficit enzimatico la muerte preferente de la
motoneuronas?

La SODI se encuentra en el citoplasma, niicleo y espacio intermem-
branar de la mitocondria. Se encuentra localizada en el cromosoma 21,
los mutantes que carecen de este enzima no son letales, pero la sobreex-
presion del enzima puede llevar a un incremento en las actividades resi-
duales del enzima, como es el caso de la formacion de perdxinitrito y
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nitracion de tirosinas, lo que explicarfa el envejecimiento prematuro
y dafio mitocondrial en el sindrome de Down. La SODI1 es un dimero,
cada uno de los monomeros tiene 151 aminoécidos y su estructura con-
tiene ocho segmentos en hoja plegada con estructura en barril y una ca-
vidad con residuos cargados que canalizan el i6n superdxido hacia el cen-
tro catalitico. En este enzima la secuencia de reacciones es la siguiente:

SOD-Cu®* + O, & SOD-Cu'* + O,
SOD-Cu"* + O, + 2H* & SOD-Cu** + H,0,

En esta reaccion el ion cobre estd coordinado en el centro activo
con cuatro histidinas y una de ellas, la histidina 61, forma un puente
con el i6n Zn que esta anclado en el centro activo mediante otras dos
histidinas y un acido aspartico. El Cu es el Gnico i6n que sufre un
proceso de oxidacion y reduccion durante el ciclo catalitico.

La SOD2 contiene Mn en el centro activo, el manganeso del centro
activo sufre el mismo ciclo catalitico que el cobre de la SODI. El en-
zima se encuentra localizada exclusivamente en la matriz mitocondrial,
mapea en el cromosoma 6 y el knock-out de este gen es letal, lo que
indica la relevancia que tiene la actividad de este enzima para el fun-
cionamiento mitocondrial. Los animales modificados genéticamente
mueren durante el periodo neonatal y se observa neurodegeneracion y
alteraciones cardiacas.

La SOD3 es un enzima extracelular que se adhiere fuertemente a las
proteinas componentes de la matriz extracelular, esta glicosilada y es
tetramérica. Sus niveles se incrementan en estados inflamatorios, sien-
do un enzima inducible. La importancia del i6n superoxido como sus-
tancia pro-inflatoria ha puesto de manifiesto que la SOD3 puede ser
una diana farmacologica excelente para ejercer el control de estas situa-

ciones (Muscoli et al., 2003).
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ASPECTOS GENETICOS DE LA ESCLEROSIS LATERAL
AMIOTROFICA

Hasta el momento solamente en un pequeho porcentaje de enfer-
mos con ALS se ha detectado un componente genético, que consiste en
su gran mayorfa en alteraciones en el enzima superdxido dismutasa 1
(SOD1) (Rosen et al., 1993). El gen que codifica este enzima esta en
el cromosoma 21, la mutacidon genera una protefna con poca actividad
dismutasa, pero con otras actividades residuales exacerbadas.

La alteracion del gen de la SODI1 produce la ALS transmitida de
modo autosémico dominante. El enzima contiene Zn y Cu en su centro
activo. En carencias graves de Zn se produce una pérdida de motoneu-
ronas, lo que confirmarfa la necesidad de un enzima funcional.

La superoxido dismutasa actia como enzima dimérico, destruyendo
de modo eficiente el i6n superdxido, que es uno de los mas peligro-
sos de las especies reactivas de oxigeno en el estrés celular.

La importancia del i6n superoxido en el envejecimiento en gene-
ral se demostr6 en el modelo del gusano nemétodo, Caenorhabditis
elegans (C. Elegans), que es hermafrodita. Este modelo fue desarrollado
por el doctor Sidney Brenner, Premio Nobel de medicina del aho
2002. En este modelo las poblaciones de gusanos genéticamente idén-
ticos y sometidos a los mismos estimulos y nutrientes, tienen una
amplia dispersion de su tiempo de vida, con la clasica distribucion en
campana de la curva de Gauss. Si los gusanos son manipulados ge-
néticamente para sobreexpresar el enzima superoxido dismutasa que
elimina el i6n superoxido, O, uno de los mas poderosos radicales li-
bres, la vida media de los gusanos aumenta casi al doble, aunque
persista el mismo tipo de distribucion (Floyd y Hensley, 2002; Hern-
dorn et al., 2002).

El principal inconveniente para aceptar que la causa de la ASL
sea el fallo en la actividad el enzima SODI, es que ratones en los que
se elimina el gen no sufren la enfermedad. Se piensa que el enzima
pueda tener otras funciones y que esta proteina, que es una de las
méas abundantes en las neuronas, pueda formar agregados o asociar-
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se con estructuras del citoesqueleto, provocando la disrupcion de
los neurofilamentos (Beckman et al., 2001). No obstante la apari-
cion de sintomas similares a los de la esclerosis lateral amiotrofica en
las carencias de Zn, hacfan sospechar que de algiin modo las muta-
ciones en el enzima podrian tener cierta analogia. En efecto, las
mutaciones enzimaticas de la SODI1 repercuten en su capacidad de
unir el Zn o de que este i6n pueda ejercer su actividad catalitica. En
esta situacion lo mismo que en ausencia de Zn, el cobre del centro
activo es incapaz de procesar el i6n superdxido y formar agua oxige-
nada y canaliza el superoxido a su union con el 6xido nitrico, forman-
do peroxinitrito.

20, +2H"——> H,0, + O, [/fversus/// O, + NO —> ONOO

Interacciones propuestas para
la 830D y los neurofilamentos
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La mutacion mas frecuente en la esclerosis lateral amiotrofica de caracter familiar es la carencia de
actividad del enzima superoxido dismutasa, que es un enzima dimérico que contiene cobre y zinc en
su centro activo. Normalmente el enzima mutado carece de la capacidad de anclar el Zn**en el centro
catalitico. El enzima en estas condiciones, conteniendo solamente cobre en el centro catalitico, en
vez de destruir el ion superdxido, lo hace reaccionar con el dxido nitrico formandose grandes can-
tidades de peroxinitrito que pueden nitrosilar residuos tirosina en miltiples proteinas, incluidas las
mitocondriales y las formadoras de neurofilamentos llegando finalmente a la muerte neuronal.
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El peroxinitrito es capaz de nitrosilar los residuos de tirosina de
multiples protefnas, entre ellas las de los complejos mitocondriales esen-
ciales en el transporte de electrones, y también en proteinas del citoes-
queleto, sobre todo los neurofilamentos monomeros, que de este modo
no pueden polimerizar para dar consistencia a los largos axones de la
neurona motora (Beckman et al., 2001).

Ademas de mutaciones en el gen de la superdxido dismutasa 1, se
han buscado otros genes relacionados con la esclerosis lateral amiotro-
fica, ALS familiar, y existen varios candidatos en diversos cromosomas,
como el locus del cromosoma 18 (18q21), con transmision dominante
de la enfermedad, otra de aparicion muy temprana asociada con el cro-

Tratamiento de la esclerosis lateral amiotroéfica
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Figura 23.—Tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica.
El empleo de neuroprotectores de muy diversa procedencia es una de las posibilidades, y se utilizan
desde antiepilépticos que ralentizan la funcion de los canales de sodio o de calcio voltaje dependientes,
como bloqueantes suaves de los receptores ionotropicos de glutamato de tipo NMDA, como el
actualmente recomendado para la enfermedad de Alzheimer, la memantina. Los factores de creci-
miento de neuronas colinérgicas son por el momento de dificil utilizacion.
Los dolores debidos a los espasmos musculares y la rigidez se aminoran con la utilizacion de relajantes
musculares.
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mosoma 9 (9934). El gen denominado ALS2, codifica un regulador de
la GTPasa y el NEFH codifica una proteina de neurofilamentos, pero
ambas mutaciones son mucho menos frecuentes que las debidas a SODI1.
La importancia del receptor ionotropico de glutamato, el NMDA, y de
todas las cascadas de sehalizacion en las cuales el calcio es un elemento
iniciador, sugieren que posiblemente en algunos casos las kinasas y fos-
fatasas reguladas por este i6n podrian estar implicadas en la generacion
de la esclerosis lateral amiotrofica, aunque la basqueda de alteraciones

en genes relacionados ha resultado infructuosa hasta el momento (Krie-
ger et al., 2003).

También la basqueda de factores de riesgo ha sido intensa en la ASL,
encontrando que no hay relacion con los deportes de riesgo, o con mayor
actividad de los misculos, que es solamente un «poquito» mas frecuente
en los fumadores, y lo mismo en los que consumen dietas con alto conte-
nido en glutamato. Donde si parece existir una relacion es en los que
utilizan pesticidas, y recientemente un alto indice de esclerosis lateral
amiotrofica ha sido observada en los veteranos de la guerra del golfo ex-
puestos a diversos toxicos (Migliore y Coppedé, 2002; Mayeux, 2003).
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CAPITULO 5

Enfermedad de Huntington

INTRODUCCION

La aparicion de movimientos incontrolados, denominados corea,
con pérdida de las capacidades intelectuales y cambios de conducta,
fueron descritos por primera vez por el doctor George Huntington en
1872, cuando describe las anomalfas de una serie de pacientes de la
zona de Long Island, en Estados Unidos. Su prevalencia es de aproxi-
madamente 10 pacientes por cada 100.000 habitantes, con lo que es
relativamente frecuente, ademas se transmite de modo autosdémico do-
minante, con desarrollo fatal a partir de los 35-40 anos.

La enfermedad de Huntington (HD) es una de las mas representa-
tivas de las enfermedades neurodegenerativas debidas a la expansion de
un triplete CAG en el DNA. Este triplete codifica por el aminoacido
glutamina y el resultado es que en edades adultas las proteinas codifi-
cadas pueden contener hasta 80 residuos de glutamina consecutivos.
Estas zonas de poliglutamina (poliQQ) interfieren con las funciones pro-
pias de la proteina nativa simplemente creando un impedimento esté-
rico. Este tipo de anomalias se agrava en sucesivas generaciones, con-
forme la expansion del triplete CAG se incrementa.



M. Teresa Miras Portugal

Enfermedad de Huntington

« Es una enfermedad hereditaria que se caracteriza por:

> Discapacidad progresiva en la coordinacion del movimiento.
» Pérdida progresiva de las capacidades coghnitivas.
» Alteraciones psiquiatricas.

* En Europa su incidencia es de 8 de cada 100.000 individuos.

* Es una de las enfermedades mas representativas debidas a la
expansion del triplete CAG en el ADN.

+ El triplete CAG codifica el aminoacido glutamina y las proteinas
afectadas pueden contener hasta 80 residuos glutamina consecutivos.

» Estas secuencias de poliglutamina (poliQ} interfieren con las funciones
de las proteinas por impedimento estérico.

* La huntingtina es una proteina que se expresa abundantemente en las
neuronas del cortex que prolongan hacia el estriado.

ASPECTOS GENETICOS Y FUNCIONALES
DE LA HUNTINGTINA

En el caso de la enfermedad de Huntington el gen con expansion
de poliglutamina es el que codifica la proteina huntingtina. El gen deno-
minado IT15 se encuentra cerca del extremo del brazo corto del cromo-
soma 4 (4p16.3). En la enfermedad de Huntington puede haber desde
37 hasta 240 repeticiones del triplete CAG, que codifica por otras tan-
tas glutaminas. En individuos sanos puede haber ente 11 y 35 repeti-
ciones de este triplete sin que aparezca ninguna anomalfa. A partir de
42 repeticiones la enfermedad aparece con todos sus sintomas. Esta
expansion de poliglutaminas se encuentra proxima al extremo N-termi-
nal de la proteina, alterando su funcién, su recambio y formandose act-
mulos citosolicos y nucleares. Esta proteina se expresa abundantemen-
te en el cortex cerebral y los ganglios basales, que son areas esenciales
para el control del movimiento. La muerte neuronal, fundamentalmen-
te en el cortex y el estriado, produce un decline de la capacidad de
razonar y el movimiento incontrolado de los masculos, lo que se deno-
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mina corea. Los primeros sintomas aparecen al final de la segunda dé-
cada de vida y la severidad de los sintomas depende del expandido del
triplete CAG. Actualmente se dispone de modelos animales donde se
expresa la proteina mutada con diferentes expandidos del triplete CAG
y de modo condicionado, para permitir el desarrollo de los ratones hasta
una cierta edad. Los primeros modelos y los empleados fundamental-
mente proceden del grupo de J. J. Lucas del Centro de Biologia Mole-
cular (CBM) de la Universidad Autonoma de Madrid.

Curiosamente, si en la enfermedad de Alzheimer las neuronas co-
linérgicas eran de las primeras en verse afectadas, y en la enfermedad de

Las neuronas mas afectadas en el Huntington son  las
GABAcrgicas del estrlade (de tamafio mediano) vy las
glutamatérgicas que establecen los circuitos desde el cortex.

Cortex

cerebral v

Estriade Globus
Pallldus

GLUTAMATS " )

GABA SNc

Sustancia Negra

Figura 24.—Vias centrales de control del movimiento afectadas en la enfermedad de
Huntington.
Las primeras neuronas que se ven afectadas en la enfermedad de Huntington son las neuronas
GABAérgicas del estriado. La muerte preferente de estas neuronas es un area de debate, donde se
postulan miltiples hipotesis, recientemente se ha afiadido una mas a la lista, segim la cual, es la
carencia del factor de crecimiento especifico de las neuronas GABAérgicas, el factor neurotrofico
derivado de cerebro (BDNF) el que falta o se produce de modo escaso. Este factor se libera y deberia
de ser aportado por las neuronas glutamatérgicas de la corteza cerebral, las cuales establecen los
contactos sinapticos en el estriado. Es de destacar también la abundante presencia de receptores de
adenosina tanto a nivel pre- como post-sindptico en estas estructuras.
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Parkinson eran las de dopaminérgicas, en el caso de la enfermedad
de Huntington parece existir una pérdida significativa de las neuronas
GABAérgicas del estriado. Lo que explicarfa la pérdida de la modula-
cion inhibitoria mediada por GABA en los ganglios basales. En etapas
mas avanzadas de la enfermedad también disminuyen las neuronas co-
linérgicas y las dopaminérgicas. La muerte de las neuronas de estriado
en los afectados por la enfermedad de Huntington hizo postular un
efecto activador de la proteina mutada sobre las caspasas que participan
en la apoptosis. Destacar que recientemente se ha descubierto que las
terminales GABAérgicas de estriado tienen una elevada presencia de
receptores ionotropicos de nucleotidos (P2X) y de dinucleotidos. Estos
receptores presinépticos, que permiten la entrada masiva del i6n calcio,
son a su vez modulados por los receptores para el propio GABA, de tipo
metabotropico GABA;, que se encuentran co-localizados en las mismas
terminales. Las consecuencias de esta modulacion en la patologia de
Huntington estan todavia por definir (Gomez-Villafuertes et al., 2001,

2003, 2004).

Las funciones de la huntingtina en la célula no estan muy claras,
en primer lugar se expresa en células neurales y no neurales, y no existe
una expresion preferente en estriado, que es donde se producen las
primeras lesiones. Para explicar sus efectos se postularon varias hipote-
sis, una de ellas ponfa de manifiesto la interaccion de la huntingtina
con el enzima esencial en la glucolisis, la gliceraldehido-3-fosfato des-
hidrogenasa. Una interaccion con la proteina andomala disminuiria la
capacidad de respuesta celular en situaciones comprometidas energéti-
camente.

{CUAL ES LA SITUACION ACTUAL RESPECTO A LOS
MECANISMOS QUE OCASIONAN LOS SINTOMAS DE LA
ENFERMEDAD DE HUNTINGTON?

Estudios en animales y en células en cultivo expresando la hunting-
tina mutada, indican que la protefna normal tienen una importante
mision en las zonas pre- y post-sinaptica, participando en la remodela-
cidon sinaptica, conocida también como plasticidad sinaptica, que es esen-

128



Enfermedad de Huntington

cial en los procesos de aprendizaje. En las células donde se expresa la
forma normal, la huntingtina se une a la clatrina, a un adaptador co-
nocido como AP2 y a una proteina denominada Hip (Huntington in-
teracting protein) para formar la vesicula de endocitosis. De este modo
se pueden reorganizar y limpiar las estructuras sinapticas. Cuando la
forma presente de huntingtina contiene el expandido de poliQQ, este
complejo no puede formarse, pues la interaccion con Hip esta bloquea-
da. Esta proteina Hip ha resultado ser un factor capaz de activar la
caspasa 8 y disparar toda la maquinaria que lleva a la muerte celular.
Este mecanismo ha abierto la posibilidad para entender otras enferme-
dades neurodegenerativas debidas a la expansion del triplete CAG,
como son las maltiples variedades de ataxias (Zeron et al., 2001; Man-
giarini et al., 1997; Mattson, 2002). Pero aunque la huntingtina muta-
da no sea capaz de realizar todas las acciones anteriormente expuestas,
llevando a la activacion de caspasas y muerte celular, es posible que
concurran otros mecanismos que puedan explicar la lesion y muerte
preferente de las neuronas GABAérgicas de estriado.

{COMO EXPLICAR LA MUERTE PREFERENTE DE LAS
NEURONAS GABAERGICAS EN LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON?

Las funciones de la huntingtina normal distan mucho de ser co-
nocidas en su totalidad y ademas de las citadas en la regulacion de la
endocitosis, existe otro aspecto poco destacado y es la acumulacion
de esta proteina en ntcleo cuando existe una mutacion. Se pensaba que
era simplemente un actmulo debido justamente a su alteracion, sin
que eso indicara necesariamente una funcion nuclear de la proteina
normal. Actualmente se ha visto que la huntingtina normal, pero no la
mutada, estimula la transcripcion del gen que codifica el factor neuro-
trofico derivado de cerebro (BDNF) en las neuronas corticales que es-
tablecen sinapsis con las GABAérgicas estriatales, a las cuales aporta el
factor trofico que les permite mantener su fenotipo y funcionalidad
(Zuccato et al., 2001). El mecanismo por el cual consigue activar este
gen es a través de su accidon sobre un elemento denominado elemento
silenciador restrictivo de neuronas (NRSE), que esta en la zona promo-
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tora del gen del BDNF, entre otros. El mecanismo mediante el cual la
huntingtina consigue abolir la actividad del silenciador es relativamen-
te compleja y requiere la union de la protefna al factor citosolico repre-
sor de los factores de transcripcion (REST/NRSF). Este es un factor
necesario para mantener inactivo el NRSE. Cuando la huntingtina es
normal, este factor REST/NRSF permanece en el citosol con la hun-
tingtina unida y el NRSE es activo. Cuando la huntingtina es anormal
no se une al factor citosolico y el REST/NRSF viaja libremente al
nacleo donde se une al NRSE bloqueando definitivamente los genes
bajo su control. De este modo, la carencia de factor BDNF, esencial
para mantener el fenotipo neural GABAérgico, origina la pérdida y
degeneracion de este tipo de neuronas. Este elemento regulador esta
ampliamente distribuido en otros genes neurales y por lo tanto la hun-

Huntingtina narmal
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Figura 25.—Aspectos funcionales de la Huntingtina.
Las funciones de la Huntingtina no son bien conocidas, pero se empieza a conocer su capacidad para
estimular la expresion de genes nucleares. La proteina normal es capay de unirse a un factor
citosdlico, el REST, impidiendo que vigje al niicleo. En ausencia de este factor citosolico represor,
el factor nuclear conocido como NRSE es capay de activar la transcripcion de genes, entre ellos el
del factor de crecimiento derivado de cerebro (BDNF). La huntingtina mutada no puede impedir que
los factores REST wiajen al niicleo y repriman la expresion de genes especificos al unirse a NRSE.
Por otra parte, esta huntingtina mutada forma depositos en el niicleo celular.
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tingtina puede tener efectos mucho mas amplios sobre la transcripcion
de otras proteinas, aunque la pérdida de las neuronas gabaérgicas sea

una de las mas evidentes (Tilstone, 2003; Zuccato et al., 2001, 2003).

Queda mucho por comprender en la enfermedad de Huntington y
de otras originadas por la expansion de los tripletes CAG vy las corres-
pondientes proteinas con la carga adicional de poliglutamina. ;Cuales
son los elementos comunes a todas ellas y cuales son especificos de cada
alteracion? Solo un profundo conocimiento basico nos puede ofrecer
alguna alternativa para paliar sus efectos y comprender otras situaciones
en las que la funcion neural pueda verse comprometida.

PREVENCION Y ASPECTOS ACTUALES DEL
TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Los efectos devastadores de la enfermedad de Huntington no tienen
un tratamiento eficaz por el momento y puesto que estamos en la era
de la genomica seria de desear que en las familias donde se tenga cons-
tancia de algin antecedente, se realicen analisis para conocer si se es o
no portador de la mutacidon. Al ser una enfermedad autosémica domi-
nante, si uno de los miembros de la pareja es portador, la transmitira al
50% de su descendencia. Se hace necesario por tanto poder establecer
un control y romper la transmision del gen. En épocas pasadas el con-
sejo genético recomendaba no tener descendencia, hoy dfa con la po-
sibilidad de fecundacion in witro y analisis de los embriones, permite
seleccionar, previa implantacion uterina, el embrion carente del gen
andmalo, lo que permitird romper en un futuro la cadena de transmision
de la corea de Huntington.

En los pacientes que sufren la enfermedad de Huntington existen
por el momento pocos tratamientos eficaces y se trata de evitar los
sintomas de la enfermedad en lo posible, tanto los movimientos como
la conducta agresiva o el insomnio. Para mayor informacion véase la
excelente revision de Garcfa de Yébenes et al. (2002).

El conocimiento de las funciones basicas de la huntingtina como
factor esencial en la expresion del factor de crecimiento nervioso deri-
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vado del cerebro, ha postulado que una administracion local mediante
canula del BDNF, en el estriado, podria hasta cierto punto regenerar las
neuronas GABAérgicas que son las primeras afectadas. Otra posibilidad
es el trasplante de este tipo de neuronas, junto con una fuente produc-
tora de los factores de crecimiento y desarrollo.

Otras acciones de la huntingtina

* Se comporta como un factor de transcripciéon nuclear.

* En el nucleo se une al factor silenciador NRSE, desinhibiendo los genes
silenciados.

* La huntingtina normal en el nicleo induce la expresion del factor de
crecimiento denominado Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF). La
carencia de este factor de crecimiento en las personas que tienen la
mutacion de huntingtina explica también la degeneracién primordial de
las neuronas GABAZérgicas del estriado.

Tratamiento de la corea de Huntington

« Evitarla por seleccion de embriones mediante analisis genético.

* En los que ya la sufren, paliar los movimientos coreo-atetésicos y el
avance de la enfermedad.

>El descubrimiento de la implicacién de factores nucleares podria suponer nuevas vias
farmacolégicas en el futuro.

»La presencia de receptores de adenosina en las terminales del estriado podria
utilizarse para una aplicaciéon farmacolégica inmediata.

Recientemente se esta tratando de desarrollar una farmacologia de
mas facil dosificacion para tratar de ralentizar la evolucion de la enfer-
medad. Esta nueva aproximacion se basa en la amplia distribucion de
los receptores de adenosina de tipo A2, en todo el estriado. Estos re-
ceptores estan presentes tanto pre como postsinapticamente, actGian
acoplados a proteinas Gs, activando la adenilato ciclasa. Los altos ni-
veles de AMPc favorecen la exocitosis a nivel presinaptico, y al nivel
postsinaptico la excitabilidad de la neurona. El empleo de antagonistas
selectivos de este receptor podria modular la actividad sindptica y evitar
la excitotoxicidad mediada por el transmisor glutamato, que es el neu-
rotransmisor de la neurona proveniente de la corteza que contacta con
las GABAérgicas del estriado. No conviene olvidar que el antagonista
por antonomasia de todos los receptores de adenosina es la cafeina, y su
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problema reside en que no diferencia los subtipos, siendo esencial una
farmacologfa diferencial (Blum et al., 2003).
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