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RESUMEN

El tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y
de Parkinson continuta siendo sintomdtico pese a la repercusién clinica, social y econdmica de
las mismas. Los ultimos avances en estudios genéticos y en modelos experimentales han
puesto de manifiesto la relevancia de las alteraciones en las rutas del trafico intracelular en
estas patologias. Por una parte, en la enfermedad de Alzheimer se ha detectado que el
agrandamiento de los endosomas es un sello citopatolégico de la enfermedad, que genes
relacionados con el trafico endosomal-lisomal se sittan entre los principales factores de riesgo
y que las alteraciones en el trafico intracelular de APP, BACE1 y de la y-secretasa provocan un
aumento en la produccién de péptido B-amiloide. Por otra parte, en la enfermedad de
Parkinson, se ha propuesto que los defectos en el trafico lisosomal y endosomal debidos a
alteraciones de genes como LRRK2 y GBA, estan implicados en su fisiopatologia. Estos
descubrimientos situan al trafico vesicular y al rescate de sus defectos como una nueva diana
terapéutica para intentar atenuar el desarrollo de las enfermedades de Alzheimer y Parkinson,
asi como para mejorar su prondstico y supervivencia.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson, Trafico intracelular

ABSTRACT

The treatment of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and Parkinson's disease
continues to be symptomatic in spite of their clinical, social and economic repercussions. The
latest advances in genetic studies and experimental models have revealed the relevance of
alterations in intracellular trafficking routes in these pathologies. On the one hand, in
Alzheimer's disease, it has been detected that the enlargement of endosomes is a
cytopathological hallmark of the disease, that genes related to endosomal-lysosomal traffic
are among the main risk factors and that alterations in the intracellular trafficking of APP,
BACE1 and y-secretase cause an increase in the production of B-amyloid peptide. On the other
hand, in Parkinson's disease, it has been proposed that defects in the lysosomal and
endosomal traffic due to alterations of genes such as LRRK2 or GBA are involved in its
pathophysiology. These discoveries have position the vesicular traffic and the rescue of its
defects as a new therapeutic target to try to stop Alzheimer's and Parkinson's diseases, as well
as to improve its prognosis and survival.

Key words: Alzheimer's disease, Parkinson's disease, Intracellular trafficking




1. INTRODUCCION

Pese a que Alois Alzheimer reporté el primer caso de la enfermedad de Alzheimer en 19072,
sigue sin haber tratamientos modificadores de esta enfermedad. La enfermedad de Alzheimer
es la quinta causa de muerte a nivel global?. En 2015, alrededor de 50 millones de personas
padecian demencia, siendo la enfermedad de Alzheimer la principal causa de esta3. Se cree
que se llegard a 130 millones de afectados en 2050 En Espafia, segun datos del Instituto
Nacional de Estadistica (INE) en 2004 el nimero de personas afectadas por demencia era de
431.000. Si las previsiones de crecimiento son correctas se calcula que en 2030 la cifra
alcanzara casi los 600.000 enfermos, y en 2050 cerca del millédn. EI 80% de los enfermos
reciben cuidados por sus familias, que asumen de media el 87% del coste total, con la
consiguiente sobrecarga y deterioro de la salud y calidad de vida de los cuidadores®. Por lo
tanto, es una causa importante de dependencia, discapacidad y mortalidad.

A pesar de los grandes avances en la investigacién de la base clinica y moleculares de la
enfermedad de Alzheimer realizados en los ultimos 30 afios, en la actualidad los tratamientos
disponibles son solo sintomdticos y su eficacia disminuye con el tiempo. Desde 2003 mas de
200 compuestos evaluados en ensayos clinicos han fracasado®. Las estrategias terapéuticas
desarrolladas hasta la fecha se centraban en disminuir los depdsitos de B-amiloide. El fracaso
de todas ellas pone de manifiesto la necesidad de explorar nuevas aproximaciones
terapéuticas?.

Respecto a la enfermedad de Parkinson, en Espafia se calcula que hay unos 300000 pacientes
con enfermedad de Parkinson, y al menos un nuevo caso por 10000 habitantes cada afio. Esta
enfermedad produce un gran cambio en la calidad de vida de quien la padece. Ademas,
supone un gran coste econémico para el pais, pudiendo llegar a mds de 17.000 € anuales por
paciente. Las nuevas terapias y el envejecimiento de la poblacidn supondrdn que este gasto
aumente’. Y al igual que para la enfermedad de Alzheimer no se dispone de ningln
medicamento que cure o retrase el avance de la enfermedad.

Los genes y las vias involucradas en el trafico intracelular se han asociado con la enfermedad
de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la Demencia Frontotemporal y la Esclerosis Lateral
Amiotrofica. En las Ultimas décadas ha habido un aumento de la secuenciacién de ADN que
ha permitido determinar mutaciones y variaciones genéticas que subyacen a diversas
enfermedades neurodegenerativas. Varias de estas se han asociado a proteinas que se
encargan del transporte endosomal y lisosomal, de forma que la desregulaciéon de este
proceso ha aparecido como un pilar importante a la hora de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas®.

En este trabajo de fin de grado se realiza una revisidon exhaustiva de los defectos del trafico
intracelular implicados en las enfermedades neurodegenerativas de Alzheimer y Parkinson,
asi como de las ultimas investigaciones que indican que terapias dirigidas a rescatar estos
defectos podrian actuar como una nueva aproximacion terapéutica para intentar frenar el
desarrollo de la enfermedad, asi como para mejorar su prondstico y supervivencia.



2. TRAFICO INTRACELULAR

Los componentes celulares se comunican mediante el llamado trafico vesicular. Supone
un movimiento de moléculas, que pueden exportarse mediante la ruta secretora, o
importarse a la célula mediante la ruta endocitica. Ademas, hay un ruta de reciclaje para
aquellas moléculas que se van a necesitar de nuevo, asi como una ruta lisosomal para la
degradacidn intracelular®. Este trafico intracelular estd regulado por una gran cantidad de
proteinas que garantizan que las moléculas transportadas, denominadas carga, se
empaqueten en vesiculas y sean transportadas especificamente a su destino (Figura 1).

Via lisosomal 82 - Lisosoma

O
° .o ® O’ Exosoma
‘ Medio
) ] o
09 O O extracelular
Fagoforo ooo
- / Viadela

Autofagosoma E"dOSOma ;
) tardio | °° Endocitosis

(MVB) = Re“bme‘o Endosoma
RE O C)/‘6/' temprano
o ©

Via Secretora

O 9) 9 S~ @ y exocitosis

W
()
|
,%

Figura 1. Trafico de membranas en las células eucariotas. El trafico vesicular se divide en dos rutas principales.
En la via secretora, las proteinas sintetizadas del reticulo endoplasmatico pasan por el complejo cis-Golgi y se
mueven a través del TGN. En la via de endocitosis, se introducen moléculas desde la superficie celular hasta el
endosoma temprano, que determina el destino posterior de la carga. Esta se puede reciclar en la membrana, al
TGN o degradar en los lisosomas. Los cuerpos multivesiculares o endosomas tardios y los lisosomas participan
en la protedlisis autofagica. Los cuerpos multivesiculares también pueden fusionarse con la membrana
plasmatica. Esto conduce a la liberacion de vesiculas llamadas exosomas. Figura modificada de °

2.1 VIiA SECRETORA Y EXOCITOSIS

A través de la via secretora se transportan proteinas en vesiculas de transporte desde su lugar
de sintesis, el reticulo endoplasmatico, hasta su destino, la membrana superficial de la célula
u organulo, donde se fusionan.

El lugar de sintesis de proteinas, el reticulo endoplasmatico, es un complejo sistema de
membranas que representa mas de la mitad de las membranas de una célula. Se organiza en
dos dominios con diferentes funciones: el reticulo endoplasmatico rugoso y el liso. El reticulo
endoplasmatico rugoso, mediante sus ribosomas asociados, se encarga principalmente de la
sintesis de proteinas transmembrana de la membrana plasmadtica, asi como de proteinas
residentes del propio reticulo. El reticulo endopldsmico liso no tiene ribosomas asociados y
esta implicado en funciones como la sintesis lipidica, la detoxificacién o la defosforilacion de
la glucosa-6-fosfato, y es reservorio intracelular de calcio. Ademas del trafico de proteinas,
hay un transporte vesicular de lipidos como el colesterol. También se transporta el calcio, que
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puede salir masivamente en respuesta a sefales intra o extracelulares, desencadenando
respuestas como la exocitosis®.

A continuacidn, estas proteinas y lipidos se transportan fuera del reticulo endoplasmatico en
vesiculas y compartimentos membranosos hacia el aparato de Golgi, que se genera y se
mantiene gracias a este trafico. De la formacion de las vesiculas y de la seleccién de los
paquetes en el reticulo endoplasmatico se encargan las proteinas citosdlicas COPIl (GTPasas
Sarl, sec23-24 y sec13-31). Tras fusionarse las vesiculas, forman el transportador tubulo
vesicular o ERGIC (“endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment”), que se dirige
al Golgi-cis, con el que se fusiona, formandose las cisternas del aparato de Golgi. Por otra
parte, el lado trans del complejo contiene el TGN (“trans-Golgi network”), donde las cisternas
con las moléculas procesadas forman vesiculas y se dirigen a otros compartimentos. El
transporte del lado cis al trans se ha explicado con diversas teorias, siendo el mas aceptado el
“modelo de la maduracién de cisternas”. En este, se dice que los cuerpos tubulo-vesiculares
(ERGIC) forman una cisterna en cis que se mueve y progresa hacia el lado trans, donde se
descompone en vesiculas. Dentro de las multiples funciones del aparato de Golgi, el TGN es la
plataforma desde la que se produce la exocitosis de vesiculas a los diferentes
compartimentos. Ademads, participa en el transporte de estas a endosomas tardios y en la ruta
de reciclaje. Es decir, constituye una plataforma de sefializacién intracelular®.

Este proceso continla con la exocitosis, es decir, con la fusion de las vesiculas con la
membrana plasmadtica. Se produce en todas las células eucariotas, ya que es necesaria la
liberacion de moléculas para la matriz extracelular, por lo que hay una exocitosis constitutiva.
Sin embargo, en algunas células especializadas en la secrecidn, como ocurre en las neuronas,
hay una exocitosis regulada. Las vesiculas no se fusionan espontaneamente con la membrana,
sino que necesitan una sefal inductora, como un aumento de la concentraciéon de calcio.

Para que se dé el transporte en la via secretora y la exocitosis de manera adecuada, es
necesario que se orienten las vesiculas hacia las membranas diana. Las Rab GTPasas son las
encargadas del proceso de reconocimiento y anclaje de las vesiculas con el compartimento
diana. Una proteina Rab en la superficie de la vesicula interactla con un receptor de Rab
(efector de Rab) de la membrana diana. La especificidad se consigue mediante diferentes tipos
de Rab para vesiculas de cada paso de la via secretora y receptores complementarios en las
membranas dianas. Un ejemplo es Rab1A, que se encarga del transporte entre el reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi'! (Figura 2).

Una vez producido el acoplamiento de las vesiculas en la membrana, interactian las proteinas
transmembrana SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor), de manera que las dos membranas se juntan y se fusionan. Estas proteinas van a
contribuir también a dirigir el transporte vesicular ya que existen en parejas complementarias,
una v-SNARE localizada en la membrana de las vesiculas y un t-SNARE en la membrana diana.
Al interaccionar las estructuras helicoidales de las proteinas v-SNARE y t-SNARE van a formar
un complejo molecular de cuatro hélices que mediante un proceso de trenzado van a producir
la fusién de ambas membranas. Una vez realizada la fusidn, el complejo SNARE se disocia de
manera rapida mediante la proteina NSF, una ATPasa, y las proteinas v-SNARE y t-SNARE
recuperan la conformacién original para el siguiente evento de fusién (Figura 2). Los SNAREs
juegan un papel esencial en la exocitosis de vesiculas sindpticas en los terminales nerviosos.
Los SNARES neuronales consisten en las proteinas syntaxin 1 y SNAP-25 en la membrana
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plasmatica (t-SNARE), y la sinaptobrevina (también llamada proteina VAMP2) en la membrana
vesicular (v-SNARE) 12,

Efector
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2.2 ViA ENDOCITICA Y DE RECICLAJE

Las proteinas y otras moléculas son incorporadas a la célula a través de la endocitosis. Durante
este proceso parte de la membrana plasmatica se invagina para formar una vesicula que
incorpora las proteinas!l. Las vesiculas se fusionan con compartimentos internos,
principalmente con los endosomas. Los endosomas son compartimentos membranosos de
forma irregular que se comportan en la via de la endocitosis de forma parecida al TGN en la
exocitosis, se trata de una estacion de llegada, clasificacion y reparto de moléculas®.

Existen dos tipos de endocitosis, una inespecifica de moléculas disueltas, llamada pinocitosis,
y otra especifica mediada por receptor. La mayoria de la endocitosis celular ocurre por
endocitosis especifica mediada por receptor, que es muy eficiente, ya que puede incorporar
moléculas en bajas concentraciones. Estas se unen a sus receptores y forman complejos
receptor-ligando, que van a ser integradas en vesiculas para viajar al interior celular. Esto se
realiza mediante las vias dependientes de clatrina. La invaginacion se produce mediante un
recubrimiento compuesto por la proteina clatrina en la cara citosdlica de la membrana
plasmatica, que mds adelante se elimina. La proteina clatrina tiene una estructura que ayuda
a la invaginacion y al cierre de la vesicula. Ademas de la endocitosis especifica, casi todas las
células eucariotas ingieren continuamente zonas de su membrana plasmatica en forma de
pequefias vesiculas por pinocitosis. Las vesiculas de pinocitosis se pueden formar en la
membrana plasmatica a partir de depresiones revestidas de clatrina. Cuando se invaginan
forman vesiculas revestidas llenas de fluido extracelular y de esta manera pueden internalizar
sustancias extracelulares. También puede darse la pinocitosis mediante caveolas, que
consisten en pequefias invaginaciones de la membrana que se transforman en vesiculas. Se
cree que se forman en microdominios de membrana ricos en colesterol, glucoesfingolipidos y
proteinas unidas a la membrana con la ayuda de la proteina estructural caveolina. Las
vesiculas resultantes se fusionan con los endosomas tempranos formando el caveosoma. Se
cree que tienen funciones relacionadas con la modulacién de la transduccion de sefiales
celularestt®13,



Una vez que se ha producido la endocitosis, los endosomas tempranos reciben las vesiculas
gracias a su cercania a la membrana plasmatica. El pH acido del endosoma permite que los
receptores internalizados liberen los ligandos que llevan unidos en el interior del endosoma.
Desde los endosomas tempranos las proteinas de membrana pueden seguir rutas diferentes:
la via de degradacién hacia los lisosomas, la via retrégrada al aparato de Golgi o la via de
reciclaje para volver a la membrana plasmdtica en vesiculas de reciclaje.

La ruta de reciclaje en los endosomas esta regulada por el complejo retrémero que consiste
en un trimero de las proteinas VPS26, VPS29 y VPS35. El retromero se encarga del reciclaje de
proteinas de membrana presente en los endosomas hacia la membrana plasmatica y del
transporte retrégrado desde endosomas hacia el TGN. El retrémero selecciona la carga (las
proteinas de membrana) y se asocia a un mdédulo de tubulaciéon que dirige la carga hacia su
destino final. Este mdédulo consta de proteinas nexinas, denominadas SNX1 y SNX2, que
deforman la membrana de los endosomas en vesiculas tubulares. El retromero juega un papel
muy importante en las neuronas, en concreto, en el reciclaje de receptores de glutamato y
otros receptores, para facilitar que estos vuelvan a la membrana plasmdtica durante la
remodelacién sinaptica y la plasticidad neuronal. Ademas, el retromero es especialmente
importante en mantener la integridad de sistema lisosdmico, ya que el transporte de los
receptores de proteasas e hidrolasas de los endosomas al TGN, facilita la rapida entrega de
estas enzimas a los lisosomas. Se ha sugerido que el retrdmero podria estar también
relacionado con los mecanismos de autofagia, siendo crucial en la formacién y funcién de los
autofagosomast®14,

2.3 VIiA LISOSOMAL

Las proteinas destinadas a la degradacion circulan desde el endosoma temprano al cuerpo
multivesicular o endosoma tardio, que a continuacidn se fusiona con el lisosoma. Para ser
dirigidas a este destino lisosomal, las proteinas integrales de la membrana han de sufrir
previamente una ubiquitinacién de su parte citosdlica, ya que, si no se produce este proceso,
se reciclaran de nuevo hacia la membrana celular o al TGN del aparato de Golgi desde el
endosoma temprano.

Los lisosomas son organulos acidos que albergan enzimas, las hidrolasas acidas, para la
degradacion de macromoléculas. Los productos resultantes se transportan al citosol mediante
transportadores de membrana lisosomal especificos. Cualquier defecto en las hidrolasas
provoca que los productos que no se degraden se acumulen en la célula como productos
residuales.

Los lisosomas no solo degradan sustancias procedentes del exterior de la célula, también
pueden englobar y digerir organulos y dareas del citoplasma de la propia célula por
macroautofagia. Es un proceso evolutivamente conservado por el que ciertos constituyentes
del citoplasma son engullidos en vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas, que
se pueden fusionar con lisosomas, formando autolisosomas, donde se digiere el contenido.
Algunos de estos constituyentes son proteinas defectuosas, agregados u organelas. La
degradacion macroautofagica de mitocondrias defectuosas se denomina mitofagia. Es un tipo
especial de macroautofagia en el que las mitocondrias se marcan selectivamente para
destruirsell%1516,



2.4 TRAFICO VESICULAR EN NEURONAS

Las neuronas poseen un cuerpo celular (soma), un axén y multiples dendritas. La correcta
clasificacién y trafico de las cargas desde el TGN a las dendritas o al axén son vitales para el
desarrollo neuronal, para el establecimiento y mantenimiento de la polaridad neuronal y para
los eventos de sefializacion neuronal. Ademads, la funcién sindptica depende del trafico
endosomal, el cual contribuye a la liberacién presindptica de neurotransmisores y regula la
densidad de receptores postsinapticos. Las vesiculas son empaquetadas en el soma neuronal
y se dirigen hacia el terminal presinaptico, que se puede encontrar a centimetros de distancia.
El camino lo determinan los microtubulos y filamentos de actina del citoesqueleto. Este, junto
con proteinas motoras, las transporta al lugar de fusién (Figura 3). En las sinapsis se ha
propuesto el modelo “Kiss and run”, por el que la vesicula no se fusiona completamente con
la membrana, sino que forma un poro que se comunica con el exterior celular. Libera su
contenido y el poro se cierra, quedando la vesicula vacia en el citosol®14,

En los terminales presindpticos del sistema nervioso los lugares de exocitosis estan muy
alejados del aparato de Golgi. Por ello la liberacién exclusiva de vesiculas desde el TGN es
ineficiente, siendo necesario un reciclado de vesiculas para asegurar la exocitosis
permanente®. El contenido vesicular es reciclado y se devuelve a la membrana mediante el
mecanismo “back-fusion” encontrado en las sinapsis de las neuronas. Mediante el reciclaje
desde endosomas hacia la superficie celular se controla la abundancia y distribucion de
receptores de superficie, entre los que se incluyen receptores esenciales para la
neurotransmision y la plasticidad sinaptical’
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3. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y TRAFICO INTRACELULAR

3.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
3.1.1 Definicion de la enfermedad

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo mas comun de demencia (50-75%)* y se caracteriza
por ser un trastorno neurodegenerativo crénico y progresivo que generalmente comienza con
un fallo de la memoria sutil y poco reconocido (a menudo llamado deterioro cognitivo leve o
DCL) y lentamente se vuelve més grave y, eventualmente, incapacitante!®. La demencia es un
sindrome progresivo de deterioro global de las funciones intelectuales (de la memoria y de al
menos otra como lengua, gnosias, praxias o funcidn ejecutiva) adquiridas previamente, con
preservacion de nivel de vigilancia, que interfiere en el rendimiento laboral o social del
individuo y le hace perder su autonomia personal®®. Aunque inicialmente la sintomatologia
solo incluye pérdidas sutiles de memoria y cambios de comportamiento, avanza de manera
insidiosa hacia el cuadro de demencia. La cognicién disminuye, el lenguaje se interrumpe y los
cambios de comportamiento se agravan, interrumpiendo la independencia del individuo®. A
nivel neuropatoldgico, la EA se caracteriza por la presencia de placas amiloides extracelulares,
de ovillos neurofibrilares de la proteina Tau hiperfosforilada intraneuronales, la pérdida de
neuronas en el hipocampo y corteza entorrinal y la proliferacidon de astrocitos (Figura 4). La
aparicion de la enfermedad de Alzheimer puede ser de inicio temprano o de inicio tardio.
Aproximadamente el 95% es de inicio tardio (edad> 60-65 afios), también lIlamada
enfermedad de Alzheimer esporadica, y el 5% es de inicio temprano (edad <60-65 afos),
también llamada enfermedad de Alzheimer familiar'®2°,

l Placas de
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C < , neurofibrilares
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Figura 4. Caracteristicas patoldgicas de la enfermedad de Alzheimer. La enfermedad de Alzheimer se
caracteriza por atrofia cerebral con pérdida sinaptica y neuronal. A nivel microscdpico, se observa
depdsitos de placas de B-amiloide extracelular y ovillos neurofibrilares intraneuronales, en asociacion con
neuritas distréficas, asi como microgliosis y astrogliosis. Figura modificada de %°.
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3.1.2 Epidemiologia

La prevalencia de la enfermedad de Alzheimer se encuentra entre el 5-8% para mayores de
60 afios y se duplica cada 5 afios aproximadamente a partir de los 65 afios de edad?! (Figura
5). Se cree que alrededor de un 10-15% de los pacientes que padecen deterioro cognitivo leve
desarrollaran demencia cada afio*.

Prevalencia estandarizada en 260 aios
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En Espafia la prevalencia se situa entre un 8,5% y un 9,4% en los mayores de 70 afos. Los
datos del proyecto ZARADEMP (ZARAgoza DEMentia DEPression Project) muestran que no hay
cambios significativos en la prevalencia de demencia a lo largo del tiempo, salvo una ligera
disminuciéon en los hombres. De acuerdo con este proyecto, la incidencia espafiola de
demencia fue de 8,6 por 1000 personas/afio, mientras que la especifica de enfermedad de
Alzheimer fue de 5,4 por 1000 personas/afioL.

3.1.3 Etiologia

Entender la etiologia de la enfermedad de Alzheimer seria de gran ayuda para el diagndstico
y la terapia de la enfermedad. La EA es generalmente considerada una enfermedad
multifactorial y la etiologia exacta de la EA se desconoce. Se considera que es el resultado de
complicadas interacciones entre multiples factores, como el envejecimientos, la genéticay los
factores ambientales?2.

Envejecimiento: La mayoria de los casos de Enfermedad de Alzheimer (95%) son de inicio
tardio y comienzan a partir de los 60-65 afios y el 5% es de inicio temprano (edad <60-65
afios)!®. Ademas, el riesgo de padecer la enfermedad se duplica cada 5 afios a partir de esta
edad. Por lo tanto, la edad se mantiene como el factor de riesgo no genético mas fuerte?3.

Factores genéticos: Investigaciones realizadas en los ultimos 25 aflos han mostrado que la
genética juega un papel esencial en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. La
tecnologia de secuenciacion de ultima generacidon (NGS) ha ayudado a mapear la informacidn
genética en enfermos de Alzheimer. Un gran porcentaje de casos son causados por alelos
polimdrficos que aumentan la susceptibilidad. Se cree que alrededor del 70% del riesgo de
enfermedad de Alzheimer es atribuible a factores genéticos??24,

Los primeros genes identificados fueron los que causan la enfermedad de Alzheimer de inicio
precoz mediante analisis genéticos de familias que padecen la enfermedad. Se descubrieron
primero las mutaciones autosdémicas dominantes en tres genes relacionados con el
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procesamiento de B-amiloide: presenilina 1 (PSEN1), presenilina 2 (PSEN2) y la proteina
precursora de amiloide o APP. El B-amiloide, es un péptido que se genera por la escisién
secuencial de APP por las proteasas B- y y-secretasas. Las proteinas PSEN1 y PSEN2 llevan a
cabo la funcidn principal del complejo de la y-secretasa. Alrededor de un 1% de los casos de
enfermedad de Alzheimer estdn causados por estas mutaciones®. La penetrancia de las
mutaciones de los genes APP y PSEN1 es muy alta, préxima al 95%. Sin embargo, las
mutaciones del gen PSEN2 es mds baja y el comienzo de la enfermedad se puede retrasar
hasta los 85 afios?®.

Los genes implicados en la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio se han identificado
ademds de con estudios genéticos familiares, también mediante estudios de GWAS y
secuenciacion del genoma/exoma completo. En los casos esporadicos los alelos de
susceptibilidad afectan a una amplia variedad de vias celulares, siendo el gen APOE es el
mayor factor de riesgo para padecerla. Hay tres isoformas mayoritarias de APO (€2, €3 y €4)
Las personas que son portadoras del alelo €4 de forma heterocigota tienen una proporcidn de
probabilidad de 3 respecto a los no portadores de padecer la enfermedad de Alzheimer,
mientras que los homocigotos multiplican su riesgo por 12%. La edad y el genotipo ApoE son
dos de los factores de riesgo mas importantes en la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio.
En pacientes con enfermedad de Alzheimer la frecuencia del alelo €4 se incrementa hasta el
40%, y el €2 esta reducido hasta el 2%*°. El alelo €4 aumenta el riesgo de la aparicion temprana
de la enfermedad, pero no modifica su progresion. Asi como el alelo €4 se relaciona con
aumento de riesgo, el alelo €2 tiene un efecto protector, tanto en poblacién general, como en
las variantes hereditarias por mutaciones en el gen PSEN21925,

Los estudios de GWAS (“Genome-wide association study”) han identificado mds de 30 factores
de riesgo genéticos para la EA de aparicién tardia. Estos se relacionan con los siguientes
procesos celulares: la respuesta inmune, el metabolismo de lipidos, la funcién de la sinapsis,
la funcién del citoesqueleto y el transporte axonal, el metabolismo de la proteina Tau, la
adhesion celular y el transoporte endosomal (Tabla 1)%2. GWAS es una técnica que permite
investigar numerosas regiones del genoma humano y detectar un nimero considerable de
marcadores genéticos. A través de ellos se pueden identificar asociaciones estadisticamente
significativas entre cientos de genes y enfermedades complejas como la EA, lo que contribuye
a incrementar del conocimiento sobre las bases moleculares implicadas principalmente en la
predisposicidn a padecerlas?.

Otros factores: El hecho de que el 95% de los casos de EA sean esporadicos de aparicién tardia
de causas desconocidas y que estudios con gemelos han mostrado que la heredabilidad de Ia
EA sea aproximadamente el 58%?2, sugiere que ademas de los factores genéticos hay otros
factores que influyen en la aparicion de la enfermedad. Estos podrian ser factores
ambientales, factores epigenéticos y mutaciones somaticas. De hecho, un estudio de gemelos
idénticos discordantes para la EA muestra una reduccion en la metilacion del ADN en los
nucleos neuronales del neocortex temporal del gemelo afectado por la EA%8, Se han
identificado también como factores de riesgo el consumo de dietas ricas en grasas, la diabetes
mellitus y la aterosclerosis?®>. Ademds, se ha observado que la incidencia global de la
enfermedad de Alzheimer en mujeres puede llegar a ser el doble que en los hombres, lo que
sugiere que las hormonas y el estilo de vida influyan en el desarrollo de la enfermedad?®. Por
otro lado, se ha propuesto que la educacién y el ejercicio fisico puede que protejan frente a
la enfermedad, mientras que la hipertensién y la diabetes podrian ser contraproducentes®°,
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Por ello, se ha sugerido la posibilidad de reducir el riesgo de demencia para generaciones

futuras variando el estilo de vida y la exposicién a factores de riesgo?™.

Tabla 1. Funcién de los genes implicados en la enfermedad de Alzheimer??31,

POSIBLE FUNCION

GEN

EA DE INICIO Produccion y degradacion APP, PSEN1, PSEN2

PRECOZ de B-amiloide

EA DE INICIO Respuesta Inmune TREM2, CLU, CR1, ABCA7, CD33,
TARDIO EPHA1L, MS4A gene cluster,

DRB5/HLA-DRB, INPP5D, MEF2C

Metabolismo de lipidos

CLU, APOE, ABCA7, SORL1

Funcidn sindptica

PICALM, CD33, CD2AP, EPHAL, BIN1,
PTK2B, BIN1,

Funcidn del citoesqueleto y
transporte axonal

NMES, CELF1, CASS4

Metabolismo de la proteina Tau

FERMT2, BIN, CASS4

Adhesion celular PTK2B
Transporte endosomal BIN1, PICALM, SORL1, VPS35, VPS26,
SNX3, Rab7a,

3.1.4 Manifestaciones clinicas

Existe heterogeneidad entre las diversas formas de Enfermedad de Alzheimer. Esta es mas
evidente entre las formas familiares y la forma esporadica comun. Las diferencias entre las
diferentes formas reflejan la variabilidad de la distribucién de las lesiones, asi como las
diferencias entre los pacientes. Se trata de una enfermedad de inicio insidioso y progresién
lenta hacia la demencia tipo Alzheimer. La evolucién natural de la enfermedad es de 5-10 afos
desde el inicio hasta la muerte. Consta de varias fases:

Fase preclinica: el cuadro se presenta como un trastorno de la memoria episédico de
manera puntual. Los pacientes son incapaces de incorporar nueva informacion.
Pueden aparecer alteraciones sutiles de la personalidad y de la conducta. La
desorientacion temporal es otro sintoma precoz. Es una fase muy larga, de varios afios.
Se produce antes de exteriorizarse la demencia. En un primer momento hay deterioro
cognitivo leve, sin que produzca discapacidad al paciente.

Fase de estado: se instaura la alteracién de la memoria reciente y de la capacidad de
aprendizaje. Inicialmente no hay alteracidon de la memoria remota. En las pruebas de
recuerdo diferido mejoran poco con la ayuda de claves. No son capaces de generar
listas de palabras por categorias ni de nombrar objetos (anomia). Las funciones
corticales se van deteriorando: afasia, apraxias, agnosias, alteracién de la abstraccion
e ideacidn, falta de iniciativa, etc.

Fases finales: empeoramiento de todos los déficits. Pueden aparecer signos
extrapiramidales (marcha torpe, rigidez, bradicinesia generalizada...). La causa de la
muerte suele ser una infeccién respiratoria, es decir, fallecen por las complicaciones
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gue van transcurriendo a lo largo del curso de la enfermedad. La muerte se produce a
los 8,5 afios de media tras la presentacion?.

Ademas del deterioro cognitivo, aparecen trastornos afectivos, de personalidad y de
conducta. Aparece depresién intensa, ansiedad, alucinaciones, ilusiones, delirios, agitacion o
apatia, siendo esta ultima es el trastorno de conducta mds comun. Los pacientes con trastorno
psiquiatrico alcanzan el 60-80%*°.

3.1.5 Patofisiologia y caracteristicas neuropatologicas. Progresion.

La patogenia de la enfermedad cambia entre las variedades familiares y esporadicas. Sin
embargo, en gran parte es una patogenia comun. La neurofisiopatologia de la enfermedad de
Alzheimer comienza en el cértex entorrinal y en el hipocampo. Los cambios en estas zonas
pueden encontrarse en estadios precoces de la enfermedad ?°. Los pacientes con enfermedad
de Alzheimer desarrollan atrofia cerebral y pérdida neuronal. La enfermedad esta
caracterizada por depdsitos extracelulares densos de placas de amiloide y ovillos
neurofibrilares3?23, El depdsito extracelular de placas de amiloide se compone principalmente
de péptido B-amiloide (AB), que deriva del precursor de la proteina amiloide APP. Los ovillos
neurofibrilares intracelulares son agregados intracelulares de proteina Tau33, miembro de las
proteinas asociadas a microtubulos (MAP). Tau es esencial para el ensamblaje y la
estabilizacidn de los microtubulos en las células neuronales. Aunque todos estos hallazgos son
caracteristicas neuropatolégicas de la EA se encuentran en menor medida en personas
ancianas no demenciadas.

La hipétesis de la cascada de amiloide es la hipdtesis mas ampliamente aceptada para
explicar el mecanismo de la patogénesis de la EA. Fue planteada en 1992 por John Hardy y
Gerald Higgins, quienes propusieron que el depésitoy la agregacion de B-amiloide para formar
placas seniles era la causa de la patologia. Todos los procesos subsecuentes producirian la
muerte neuronal y la demencia. En una primera etapa, la proteina APP es procesada por las
B- y y-proteasas, lo que produce un péptido B-amiloide que puede oligomerizar y formar
placas seniles ejerciendo efectos tdxicos en las sinapsis neuronales. En una segunda etapa, se
da una respuesta glial, con activacién de los astrocitos y la microglia circundante que liberan
citosinas y componentes del sistema del complemento produciendo una respuesta
inflamatoria. Por otro lado, se produce un estrés oxidativo y una alteracion de la homeostasis
del calcio, que lleva a una activacion de las quinasas e inactivacién de las fosfatasas, dandose
entonces una hiperfosforilacién de tau y la formacion de ovillos neurofibrilares. Estos se
acumulan en la sinapsis y en los cuerpos neuronales, provocando la muerte neuronal y un
déficit de neurotransmisores (Figura 6)3*. Pruebas sustanciales que respaldan la hipdtesis
amiloide provienen del descubrimiento de mutaciones genéticas asociadas a la EA en APP y
presenilina 1 y 2 (PSEN1 y PSEN2) del complejo y-secretasa que alteran el procesamiento
proteolitico de APP, dando como resultado la sobreproduccién de especies de AB todxicas.
Ademas, los individuos con sindrome de Down (trisomia 21) poseen 3 copias del gen APP y
tipicamente desarrollan neuropatologia de la EA. La sobreexpresion de APP conduce
presumiblemente a la produccién excesiva de AB3!. El papel de Tau en el desarrollo de la
enfermedad también se ha asociado a la sobreproduccién o reduccion del aclaramiento de -
amiloide. Se descubrid que, si se inyectaban fibrillas de A en cerebros de ratones, estas eran
capaces de promover la fosforilacion de Tau, llevando al incremento de los ovillos
neurofibrilares en condiciones experimentales. Las mutaciones en Tau que llevan a la
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formacién de los ovillos pueden llevar a alteraciones frontotemporales, pero no a la
replicacion de las caracteristicas neuroldgicas de la enfermedad de Alzheimer. Los ovillos
probablemente se depositen como consecuencia del incremento en la formacién de AB y la

formacién inicial de placas?3.
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Figura 6. Mecanismos implicados en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.
Se ven reflejadas en la figura los siguientes
eventos: (1) El B-amiloide se produce por la
escision del péptido de R-amiloide a partir de
la proteina de membrana APP presente en la
membrana de las neuronas. (2) El B-amiloide
oligomeriza en el espacio entre las neuronas
y se cree que estos oligdmeros provocan
disrupcién en la funcion de la sinapsis. (3) Las
fibrillas de B-amiloide se agregan en placas,
que interfieren con la funcion de las
neuronas. (4) Los depésitos de R-amiloide en
el medio extracelular y en los vasos
sanguineos del cerebro activan las células
inmunes de la microglia, que se concentran
alrededor de las neuronas afectadas. Esto
desencadena la liberacién de mediadores
inflamatorios que pueden fomentar Ia
pérdida de sinapsis. (5) Los agregados de Tau
mal plegados se almacenan en el interior de
las  neuronas en forma de ovillos
neurofibrilares. (6) La proteina Tau mal
plegada se desplaza a través de la sinapsis a
otras neuronas, donde puede catalizar el
plegamiento incorrecto de mas Tau. Imagen
modificada de %3¢,

Cognicién normal
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Progresion de la enfermedad
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Figura 7. Progresion de la enfermedad de
Alzheimer y aparicion de marcadores. Los
pacientes avanzan desde una sintomatologia
leve, con cognicidon normal, a una demencia,
pasando por el deterioro cognitivo leve (DCL).
Las placas de B-amiloide son las primeras en
aumentar, seguidas de la disfuncion mediada
por Tau, los cambios estructurales, la
alteracion de la memoria y, por ultimo, la
aparicion de déficits funcionales y demencia.
Figura modificada de %3°.

En el momento en el que la persona comienza a padecer los sintomas de la enfermedad, el
dafio ya estd bien establecido en el cerebro. La acumulacién de B-amiloide se produce 10-15
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afios antes de los sintomas, mientras que la de Tau se produce mas cercana al comienzo de la
neurodegeneracion (Figura 7)%.

3.1.6 Estrategias terapéuticas actuales

El principal tratamiento sintomdtico de la enfermedad de Alzheimer son los inhibidores de la
acetilcolinesterasa: donepezilo, rivastigmina y galantamina. Estos aumentan la acetilcolina
disponible. Sus principales efectos secundarios son colinérgicos periféricos como, por
ejemplo, calambres en las piernas y molestias gastrointestinales, pero generalmente son bien
tolerados. Se debe evitar su uso en pacientes con defectos de la conduccion cardiaca por el
riesgo de producir bradicardia. Los inhibidores de la acetilcolinesterasa han demostrado
efectos beneficiosos en la enfermedad de Alzheimer leve a severa, sobre todo de leve a
moderadal.

La memantina es una alternativa para el tratamiento sintomatico en enfermedad de
Alzheimer moderada a severa. Tiene efectos secundarios igualmente, ya que produce
estrefiimiento y cefaleas. Hay algunas evidencias de que disminuye la probabilidad de que los
pacientes desarrollen agitacion®®. El tratamiento combinado con memantina e inhibidores de
la acetilcolinesterasa muestra una evidencia pobre en la mejoria cognitiva, sin embargo, si
mejora los sintomas conductuales en enfermedad moderada a severa3®.

Se deben tratar los sintomas depresivos y psicéticos asociados. El beneficio de la utilizacion
de antidepresivos es limitado, asi como el de los antipsicéticos atipicos es moderado?.

Por lo tanto, todos los tratamientos actuales de la enfermedad son sintomaticos, y el principal
objetivo debe ser encontrar una terapia etiolégica de la enfermedad, que consiga frenarla 'y
curarla.

3.2 FACTORES DE RIESGO GENETICOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
VINCULADOS CON TRAFICO VESICULAR.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la acumulacién progresiva de proteinas mal
plegadas, que forman placas seniles y ovillos neurofibrilares, y la liberacién de mediadores
inflamatorios por respuestas inmunes innatas. El trafico de membranas desempefia un papel
clave en estos procesos debido a que la generacion de péptido B-amiloide, mediante el
procesamiento secuencial de la proteina precursora de amiloide por las proteasas unidas a la
membrana B y y-secretasa, estd regulado por el trafico de estas proteinas a lo largo de
distintas vias. Estudios de secuenciacion del genoma completo han identificado varios genes
de susceptibilidad a la EA que regulan los eventos de trafico de membrana que se resumen en
la Tabla 231,
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Tabla 2. Factores de riesgo genético de la enfermedad de Alzheimer relacionados con el
trafico vesicular3!.

Gen Proteina Funcidn propuesta Evento de trafico

BIN1 Bridging integrator 1 Curvatura de membranas Endocitosis
Endocitosis mediada por clatrina
Metabolismo de APP

Biogénesis de AR
PICALM  Phosphatidylinositol Curvatura de membranas Endocitosis
binding clathrin assembly Endocitosis mediada por clatrina
protein Metabolismo de APP
Biogénesis de AR
Sorl1 Sortilin protein-related Trafico de APP Reciclaje
receptor Biogénesis de AR endosomal
VPS35  Vacuolar protein sorting35 Complejo del retrémero Reciclaje
Trafico de APP endosomal
VPS26  Vacuolar protein sorting26 Complejo del retrémero Reciclaje
Trafico de APP endosomal
SNX3 Sorting nexin 3 Complejo del retrémero Reciclaje
Trafico de APP endosomal
RAB7A  Rab GTPasa Complejo del retrémero Reciclaje
Trafico de APP endosomal

3.3 APP, BACE1 Y y-SECRETASA: TRAFICO INTRACELULAR Y PRODUCCION DE R-
AMILOIDE

APP es una proteina integral de membrana que se sintetiza en el reticulo endoplasmatico y
pasa al Aparato de Golgi, donde sufre procesamientos como glicosilacién y fosforilacion. A
continuacién, es empaquetada en vesiculas que la transportan a la membrana plasmatica.
Estd implicada en diversos procesos neuronales, como la diferenciacion neuronal, la
migracion, el crecimiento de neuritas y la formacion de sinapsis. APP puede ser procesada
siguiendo dos rutas que estaran determinadas por la escision proteolitica secuencial por 3
proteasas (a, B, y y-secretasas): la ruta no amiloidogénica o la ruta amiloidogénica (Figura 8A).
La ruta no amiloidogénica se da predominantemente en la membrana plasmatica por la
abundancia de a-secretasa y a la amiloidogénica en compartimentos intracelulares®’.

La ruta no amiloidogénica es la ruta predominante para el procesamiento de APP y excluye la
produccién de AB. En esta ruta la a-secretasa realiza un corte en la proteina APP y como
consecuencia se secreta el dominio soluble N-terminal sAPPa y se queda anclado a la
membrana el dominio C-terminal aCTF. sAPPa actla como un neuroprotectory se encarga de
la regulacion de la proliferacion de células madres neurales y del desarrollo del SNC. aCTF es
cortado por la y-secretasa generando un pequefio péptido p3 y un fragmento intracelular de
APP, AICD. Actualmente no se conocen funciones fisiolégicas de estos fragmentos y tampoco
tienen ningun efecto patoldgico conocido. Esta ruta previene la formacién del péptido y placas
amiloides?33334,
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La ruta amiloidogénica comienza en las neuronas por escision de APP por B-secretasa
(también denominada BACE1), cuyos productos incluyen el fragmento soluble N-terminal
sAPPB y el C-terminal B-CTF unido a la membrana. Este ultimo fragmento es un sustrato para
la y-secretasa, una enzima multiproteica que contiene presenilinas en su centro catalitico. Los
productos de estas enzimas incluyen el fragmento y-CTF y una gama de péptidos amiloides
AB, siendo los mas frecuentes ABao y ABa2 (de 40 y 42 residuos respectivamente)®. Ambas
especies son neurotdxicas e insolubles, pero el péptido AB42, aunque minoritario (supone un
10% de las dos especies) es el péptido mas hidrofdbico y, por lo tanto, el mas propenso a la
formacién de fibrillas y de las placas seniles. Los productos de ABao y ABa2 se acumulan en el
espacio extracelular (Figura 8B). Se ha observado que la ratio ABao/ ABa42 es un biomarcador
atil en la enfermedad de Alzheimer?.

Se conocen mds de 30 mutaciones diferentes de APP relacionadas con la EA que llevan a un
aumento de la produccién de AB o un cambio hacia la produccién de las especies toxicas de
AB. Las mutaciones en presenilinas producen un incremento de ABaz en las neuronas 3338 En
algunos casos ocurre porque el procesamiento de APP aumenta, mientras que en otras puede
ocurrir como consecuencia secundaria a un aclaramiento extracelular reducido, con mayor
captacién neuronal. Cuando hay eliminaciéon reducida de ABs;, estas especies terminan
entrando a la luz endosomal por endocitosis neuronal de forma secundaria®.

A No amiloidogénica Amiloidogénica
- — (e :)
sAPPa sSAPPB
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B Figura 8. Procesamiento de APP. A. Se ilustran las
dos vias que lo componen: la via no
amiloidogénica y la amiloidogénica. En la primera,
APP es escindida por una a-secretasa, liberando
sAPPa y el fragmento a-CTF/C83, que
®@ @ posteriormente se escinde por la y-secretasa
_ liberando el péptido p3 y AICD. En la ruta

1 1 16 40 42 amiloidogénica, la B-secretasa BACE1 produce el
fragmento sAPPB y el fragmento C-terminal B-
CTF/C99, que al ser proteolizado posteriormente
AB por la y-secretasa produce AB. B. Representacion
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AS 1740 P la protedlisis de APP por las diferentes secetasas.
Figura modificada de %3,
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BACEL1 se encuentra sobre todo en el TGN y en los endosomas y es considerada la B-secretasa
responsable de la amiloidogénesis en el cerebro. Los ratones BACE1” tienen niveles muy
disminuidos de AB. Por lo tanto, es una proteina clave en la generacion de AB. Los ratones
knockout BACE1 muestran defectos en la funcidén sindptica y plasticidad, problemas de
comportamiento y defectos en la mielinizacion en el Sistema Nervioso Periférico. Tiene mas
de 20 sustratos en las neuronas aparte de APP. Esto supone un problema para las estrategias
terapéuticas®3.

La y-secretasa se localiza en el reticulo endoplasmatico, el TGN y los endosomas. Es una
proteasa con cuatro componentes: un nucleo catabdlico formado por Presenilina-1 (PSEN1) o
Presenilina-2 (PSEN2) y tres proteinas accesorias: Nicastrin (NCT), anterior pharynx-defective
1 (APH1A o APH1B), y el potenciador de la presenilina PEN-2. De esta forma, hay seis
complejos y-secretasas diferentes, que producen perfiles AB caracteristicos, los cuales van a
diferir en su toxicidad celular®.

La distribucion espacial de las proteinas de membrana APP, BACE1 y y-secretasa influye en la
produccién de AB. El corte inicial de APP por BACE1 es el paso limitante del procesamiento
amiloidogénico de APP y para ello tienen que converger BACE1 y APP en la misma ubicacién.
APP puede procesarse en multiples compartimentos intracelulares a lo largo de las vias
secretoray endocitica, pero se ha detectado mayor produccidn de AB en el Golgi y endosomas.
Se cree que es porque la actividad éptima de BACE1 es a pH ~ 4,5 y los endosomas son
compartimentos acidos y el TGN ligeramente 4cido (pH ~ 5,9). También se ha observado en
ensayos celulares que la acumulacion de APP o BACE1 en el TGN o en endosomas provoca que
haya un aumento en la produccién de AB. Por lo tanto, el tréfico y la localizacion intracelular
de BACE1 y APP van a jugar un papel importante en la generacién de péptidos AB. Para la
produccién de AB tiene que intervenir ademas de APP y BACE], la y-secretasa. En las neuronas
de las ratas la actividad de la y-secretasa se detecta predominantemente en la sinapsis y
endosomas, y algo en la membrana del Golgi?®. También se detecta AB en el reticulo
endoplasmatico, lo que se ha propuesto que es debido a la generacidn de productos de AB en
el Golgi tardio, y el transporte subsecuente por las vias transportadoras retrégradas conocidas
desde el Golgi/TGN al reticulo endoplasmatico. Aunque la y-secretasa esta activa en multiples
localizaciones, y puede actuar en diferentes compartimentos, la mayoria de los estudios
sugieren que actua preferentemente en los endosomas, liberando AB en el lumen de los
endosomas desde donde puede ser secretado al espacio extracelular?33338,

La liberacion de A hacia el medio extracelular puede ocurrir por varias vias. El AB producido
en endosomas tempranos puede ser liberado por diferentes rutas de reciclaje. Se ha
comprobado que el AB producido en el endosoma temprano puede ser transportado a los
cuerpos multivesiculares (MVB) y empaquetado en exosomas para su secrecion. Por otro lado,
el AB generado en la via secretora puede ser liberado mediante la inclusién en vesiculas
transportadoras del post-Golgi, que se fusionan con la superficie celular. Este transporte ha
sido observado en células cromafines y se ha comprobado que puede realizarse a través de
endosomas de reciclaje que contienen Rabll. También se cree que el AR puede ser
transportado a la membrana plasmdtica para su secrecion mediante autofagosomas, pero
todavia se desconoce el mecanismo. Hay pocos estudios realizados en neuronas, pero estos
sugieren que el AB generado en los axones podria ser liberado en los sitios presinapticos, y
que el AB producido en el soma/dendritas podria ser también secretado?333,
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Defectos en el trafico intracelular se han relacionado con una mayor produccidon de B-
amiloide. Ello parece ser debido a una acumulaciéon intraneuronal de fragmentos de APP y
BACE1 en el TGNy en los endosomas (Figura 9), lo que provoca que APP sea cortada por BACE1
con una mayor actividad en los endosomas debido a su naturaleza acida.
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Figura 9. Impacto de la perturbacién del trafico de APP y / o BACEL. El bloqueo del transporte
de APP o BACE1 desde los endosomas tempranos o el TGN, provoca una acumulacion en estos
compartimentos y debido a su naturaleza acida se favorece el procesamiento de APP por BACEL.
La identidad del péptido AB generado es probable que dependa de la isoforma de la y-secretasa
presente en cada compartimento. Modificado de 33,

3.4 DEFECTOS EN LA ENDOCITOSIS RELACIONADOS CON LA EA

Una serie de variantes de genes que regulan el trafico endocitico han sido identificadas a
través de estudios genéticos de enfermos de Alzheimer de inicio tardio, entre los que se
incluyen BIN1 y PICALM. Ambos genes se encuentran entro los 10 principales genes de riesgo
en la base de datos AlzGene (http://www.alzgene.org).

BIN1 (Bridging integrator 1) es una proteina implicada en la endocitosis mediada por clatrina.
Contiene multiples isoformas ubicuamente expresadas en el cerebro y el musculo. Las
isoformas 1 a 7, expresadas especialmente en el sistema nervioso central, participan en la
endocitosis mediada por clatrina, a través de su unién al complejo del adaptador AP-2. Se ha
encontrado en pacientes con EA una agrupaciéon de polimorfismos de alto riesgo localizados
aguas arriba del gen, que apuntan hacia un posible efecto en la transcripcién ya que tales
variantes BIN1 producen una expresion elevada de BIN1 en el cerebro. La metilacién del ADN
del promotor de BIN1 se ha sugerido también como un posible mecanismo epigenético que
influye en el riesgo de la EA. Ademds, se ha propuesto que BIN1 puede modular la patogénesis
relacionada con tau. Recientemente, se ha observado también que BIN1 podria influir en la
modulacién del trafico intracelular de BACE1 y el metabolismo de la APP?2:24,

PICALM (Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein) es una proteina accesoria en
la via endocitica que se expresa de forma ubicua con niveles particularmente altos en las
neuronas. Se une a la clatrina y sus proteinas adaptadoras, y regula la formacion de la red de
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clatrina durante la endocitosis. PICALM desempefia un papel clave en la transmisién sinaptica
por el trafico de VAMP2. Estudios en modelos de cultivo celular y ratones revelaron que
PICALM facilita la produccion de AR mediante la internalizacion de APP, pero la eliminacidn
de PICALM afecta a la internalizacién de APP y reduce la produccién y liberacién de AB. Por lo
tanto, PICALM es considerado como un regulador clave de la produccidn de AB en el cerebro.
Ademas, PICALM podria actuar a través de los efectos sobre la endocitosis y el trafico de otras
moléculas importantes para la funcién neuronal. PICALM se identificé en uno de los primeros
estudios GWAS para la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio y varios polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP), dentro y alrededor del gen PICALM, se han asociado con la EA. Sin
embargo, las variantes patégenas y los mecanismos subyacentes por los cuales afectan el
riesgo de EA de una persona siguen siendo desconocidos??24,

3.5 ATASCOS EN LOS ENDOSOMAS Y LA RUTA DE RECICLAJE RELACIONADOS
CON LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

AGRANDAMIENTO DE ENDOSOMAS EN EA. Al analizar postmortem bajo el microscopio
secciones del cerebro de afectados por la enfermedad de Alzheimer se observé que los
endosomas tempranos estaban marcadamente agrandados. Esto sugiere que la ruta
endosomal estd alterada, que puede ser debida por una desregulacion de la via endocitica,
endocitosis acelerada o un transporte alterado de los endosomas. Estas aberraciones
endosdmicas constituyen la citopatologia cerebral mas precoz detectada ya que surgen antes
de que la disfuncién cognitiva sea evidente en los enfermos de Alzheimer esporadico. Junto
con las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares, los endosomas agrandados se han
convertido en un sello citopatolégico de la enfermedad3®. Se han utilizado marcadores de
internalizacién (Rab5, Rabaptin 5) y de reciclaje (Rab4) para estudiar este hallazgo (Figura 10).
Se observé que tanto la captacion endocitica como el reciclaje estaban activados?. Estas
anomalias se evidenciaron en las neuronas piramidales del neocértex en estadios preclinicos
de la enfermedad, cuando la neuropatologia de la enfermedad, como por ejemplo el depédsito
de AB, se restringia a la regién entorrinal?>. Estos agrandamientos de los endosomas se han
relacionado con una sobreactivacién de la GTPasa Rab5 presente en la superficie de los
endosomas. En cultivos de fibroblastos y neuronas se puede inducir esta anomalia por
sobrexpresion de Rab5 y revertirla disminuyendo su expresion.

Control AD “ Figura 10. Agrandamiento de endosomas
/ en cerebros pre-EA, antes de desarrollar

9% : ’ sintomas clinicos. En neuronas piramidales

30 ,/ g 2 del cortex prefrontal de pre-AD (B) se

observa mayor cantidad de rabaptin5 (por
s inmunorreactividad), un marcador de
A B 59 . endosomas, que en las neuronas del
> ‘ cerebro control (A)?.

Hasta hace poco se consideraba que la causa de estos “atascos” reflejaban una consecuencia
de la acumulacion intracelular de fragmentos de APP, que ocurre en todas las formas de
enfermedad de Alzheimer3®. Pero se ha demostrado que la herencia del alelo €4 de APOE
acentuaba el agrandamiento de endosomas tempranos en etapas preclinicas de la
enfermedad. Los pacientes con dos alelos APOE €4 tenian un volumen endosomal/neurona
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un 50% mas grande que los que tenian otros alelos. La endocitosis alterada no es una
consecuencia del depdsito de AB. Esta endosomopatia parece ser especifica de la enfermedad
de Alzheimer y no aparece en otras enfermedades neurodegenerativas. Sélo se ha observado
también este fenotipo en pacientes de Niemann-Pick tipo C1 (NPC1), una enfermedad de
almacenamiento lisosomal congénita que también presenta otras lesiones asociadas con la EA
como taupatia, pequeiios depdsitos de amiloide y neurodegeneracién colinérgica.

GEN APOE Y ALTERACIONES DEL TRAFICO ENDOSOMAL. La apolipoproteina humana (Apo) E
es una lipoproteina mayor responsable de la homeostasis del colesterol. Influye en la
produccion, distribucién y aclaramiento del péptido B-amiloide?®. La frecuencia del alelo APOE
€4 en la predisposicion a enfermedad de Alzheimer esta bien establecida. Sin embargo, el rol
de esta isoforma de ApoE en la patogénesis de la enfermedad no estd claro. La relacién con la
enfermedad de Alzheimer es inespecifica, ya que puede ser un factor de riesgo de mala
evoluciéon de muchas otras agresiones, como por ejemplo los traumatismos, los ictus u otras
demencias®®. El efecto principal del aumento de la frecuencia del alelo APOE £4 es la reduccién
del aclaramiento de AP extracelular. El incremento de la concentracion del AB extracelular
produce un aumento del intracelular. En estudios postmortem se observa que el genotipo
APOE4 empeora el agrandamiento de los endosomas en las neuronas con enfermedad de
Alzheimer, en regiones relativamente libres de placa de amiloide. Se ha sugerido que podria
alterar del trafico endosomal independientemente del amiloide, porque un estudio muestras
que APOE4 reduce el reciclado endosomal de la carga a la superficie de las células neuronales
y otro estudio sugiere que APOE4 podria acelerar la endocitosis en el endosoma. Dado que
APOE4 ejemplifica la clase de genes del metabolismo del colesterol, se ha propuesto que el
metabolismo del colesterol se vincule a los atascos de trafico endosomal afectando el AB
extracelular o afectando directamente el trafico hacia los endosomas o fuera de ellos3.

ALTERACIONES DEL RECICLAJE ENDOSOMAL EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. Se
considera que defectos en el reciclaje de proteinas en los endosomas es importante en el
desarrollo de la EA por estudios realizados con el retromero, un complejo proteico que va a
seleccionar proteinas integrales de membrana presentes en los endosomas y transportarlas
con la ayuda de proteinas accesorias en tubulovesiculas a la membrana plasmatica o al TGN.
El retrémero se relaciond por primera vez con la enfermedad de Alzheimer en un estudio de
perfiles moleculares en cerebros post mortem de pacientes. Se observd una expresién
reducida de dos proteinas del retrdmero, VPS26 y VPS35 en el circuito del hipocampo, el
cortex entorrinalt®. Se sugirié que este perfil proteico era independiente del envejecimiento®.
Estudios en modelos animales han corroborado firmemente que la expresion reducida del
retrémero predispone a la patologia de la enfermedad de Alzheimer.

Los defectos en la actividad del retrdmero se han relacionado con EA por tres caracteristicas
de su actividad. Primero, la recuperacién y el reciclaje endosémicos de diversas proteinas por
el retrémero mantiene y remodela activamente el proteoma de la superficie de las neuronas,
lo que influye en procesos esenciales para la salud neuronal, como la transmisidn sindptica, el
suministro de nutrientes y las interacciones con las neuronas circundantes y la matriz de
soporte. Por ejemplo, uno de los cargos del retrdmero es el receptor del glutamato. El
glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del cerebro. Defectos en el trafico del
retrémero provocan una disminucidn del receptor de glutamato y una disfuncién sinaptica.
En segundo lugar, el retrdmero recupera y transporta de los endosomas al TGN los receptores
de hidrolasas lisosomales (CIMPR), de tal manera que puedan unir de nuevo hidrolasas acidas
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en el TGN antes de ser transportadas de nuevo a los endosomas. De esta manera hay una
administracién eficiente de hidrolasas a los endosomas y se mantiene la capacidad lisosomal
para degradar los agregados de proteinas y los organulos disfuncionales que se acumulan. Se
ha demostrado que la disfuncién del retrémero reduce el suministro adecuado de proteasas
al sistema endosomal-lisosomal, que es un estado patofisiolégico relacionado con varios
trastornos cerebrales y que puede influir en la reduccién de la eliminacidn de AR intracelular.
En tercer lugar, la eficiencia de la recuperacion y el reciclaje definen el tiempo de residencia
en los endosomas del cargo. BACE1 y SORL1 (que une APP) son cargos transportados por el
retrémero. Deficiencias en el retrdmero provocan que estas proteinas BACE1, SORL1 y APP
residan mas tiempo en los endosomas y como consecuencia se aumente el procesamiento
patogénico de APP%,

Ademas, la implicaciéon de defectos de la actividad de retromer en la enfermedad se ha
confirmado en los estudios GWAS*!. Hay variantes génicas de las proteinas encargadas de la
unién del retromero a los endosomas asociadas a la enfermedad de Alzheimer, incluyendo
SNX3 y RAB7A42 Ademads, también se observaron que proteinas integrales de membrana
transportadas por el retrdmero como SORL1 y TREM2 tenian variantes asociadas con la
enfermedad®3.

SNX3 Y RAB7 se han asociado con la EA debido a que hay evidencias significativa de asociacion
de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en estos genes con la enfermedad de
Alzheimer®?. Ambas proteinas interaccionan con el retrdmero y juegan un papel importante
en su asociaciéon con endosomas. La pérdida de la funcién de SNX3 o RAB7A resulta en una
reduccion en el retrémero asociado a endosomas. Ademas estudios en células indican que la
sobreexpresién de SNX3 altera la produccién de AB, debido a que hay una menor asociaciéon
de APP con BACE1%4,

SORL1 ha sido ampliamente investigada, ya que su alteracién multiplica por cinco el riesgo de
enfermedad de Alzheimer, un aumento similar al aportado por APOE4 3845, Estudios que se
han llevado a cabo recientemente sugieren que las mutaciones raras de SORL1 son en realidad
mutaciones causales, similares a las mutaciones autosémicas dominantes en APP o PSENs.
SORL1 interactia con APP, por lo que se supone que el retrémero va a transportar ambas
proteinas juntas. Y por ello los defectos en el reciclado de SORL1 van a influir en el reciclado
de APP%®,

TREM2 se localiza en la superficie celular de la microglia y se une a B-amiloide extracelular,
promoviendo asi su eliminacién y evitando su propagacién intercelular. Por ello defectos en
el retrémero se han visto implicados en las anormalidades de la microglia, también
relacionadas con la enfermedad de Alzheimer?’.
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4. ENFERMEDAD DE PARKINSON Y TRAFICO INTRACELULAR

4.1 ENFERMEDAD DE PARKINSON
4.1.1 Definicion de la enfermedad

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente y
la enfermedad neurodegenerativa del movimiento mds comun. Fue descrita en 1817 por el
médico britanico James Parkinson como la “shaking palsy” (pardlisis temblorosa), y mas
adelante, Jean-Martin Charcot le puso su nombre en reconocimiento a su trabajo!°. Esta
enfermedad esta caracterizada por un deterioro insidioso del movimiento y una variedad de
sintomas no motores. Ademas, también esta asociada con alteraciones del estado de animo,
del suefio y con trastornos cognitivos*. Se caracteriza por la coexistencia de un sindrome
rigido-acinético y temblor de reposo, con una pérdida de neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra (SN) y la presencia de inclusiones neuronales denominados cuerpos de Lewy
en la SN. Los cuerpos de Lewy son agregados proteicos formados por alfa-sinucleina anormal.
La a-sinucleina anormal se pliega y forma fibrillas insolubles que se depositan en el citoplasma
de las neuronas (cuerpos de Lewy) y en las neuritas (neuritas Lewy)*>>° (Figura 11).

La enfermedad de Parkinson puede clasificarse en esporadica o familiar. El 90% de los casos
de enfermedad de Parkinson son espordadicos de etiologia desconocida.

Figura 11. Cuerpos de Lewy. A. Un cuerpo de
Lewy revelado por la tincidon con hematoxilina
y eosina. B. En este caso, es revelado por la
inmunohistoquimica de a-sinucleina. C. La
hipétesis de Braak establece que los cuerpos
de Lewy aparecen primero en el SNC en la
médula inferior y en los nervios olfativos, y se
diseminan hasta el tronco y el cerebro medio.
Alli, la neurodegeneracion se produce por
primera vez en las neuronas dopaminérgicas
de la  Sustancia Negra  Compacta.
Posteriormente, hay afectacion de la corteza
frontal y occipital. BFB: cerebro anterior basal;
BN: nucleos del tronco del encéfalo; DMX:
nucleo motor dorsal del vago; MTC: corteza
mesiotemporal; OB: bulbo olfatorio; SN:
sustancia negra. Figura modificada de *°.
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4.1.2 Epidemiologia

A nivel mundial, la enfermedad de Parkinson afecta a un 1% de los mayores de 65 afos, a
todas las razas y a ambos sexos, con un ligero predominio masculino, sobre todo a partir de
los 70 afios. La proporcion de hombres y mujeres afectadas por la enfermedad es de
aproximadamente 3:2°%. La incidencia anual es de 10-18 casos nuevos/100000 habitantes, y
el pico de incidencia se situa en la sexta década de la vida. La prevalencia es mayor unos 160

25



casos/100000 habitantes y aumenta con la edad: 0,6 casos por cada 100 personas entre 65-
69 afios; y 5 casos por cada 100 entre 85-89 afios*. Debido a que la esperanza de vida tiene
una tendencia al aumento se calcula que, en todo el mundo, nueve millones de personas
padeceran la enfermedad de Parkinson en 2030%.

En Espaiia, el estudio NECIDES (Neurological Disorders in Central Spain) mostré una incidencia
de demencia-Parkinson de 0,9 por 1000 personas/afio en la poblacién mayor de 65 afios?!.

4.1.3 Manifestaciones clinicas

La enfermedad de Parkinson es conocida principalmente por sus sintomas motores
cardinales: hipocinesia, temblor de reposo o rigidez. Estos suelen presentarse en un
hemicuerpo predominante inicialmente. Sin embargo, posteriormente al diagndstico de la
enfermedad se reconocen los sintomas de la fase premotora o prodrémica: hiposmia,
disautonomia (estrefiimiento, hipotensién ortostatica, disfunciéon urinaria y eréctil),
somnolencia diurna, alteraciéon del suefio REM vy trastornos afectivos y ansiedad. Esto
concuerda ademas con las lesiones precoces del bulbo olfatorio o del tronco cerebral. El valor
predictivo negativo de esos sintomas es superior al 90%, mientras que el valor predictivo
positivo es menor del 60%.

Los sintomas motores principales de la enfermedad de Parkinson son los siguientes:

Bradicinesia: lentitud para efectuar movimientos, disminuyendo la amplitud y el ritmo de
estos. Comienza con una dificultad para los movimientos finos que va progresando. También
es llamativa la falta de braceo al andar. Ademas, disminuyen los movimientos automaticos.

Rigidez en rueda dentada: dificultad para el desplazamiento de las articulaciones.

Temblor de reposo: principalmente de las extremidades, con una frecuencia de 4-6 Hz y de
predominio distal. También es frecuente el temblor cefélico y el de la mandibula*¥°2>3>4,

4.1.4 Patofisiologia y caracteristicas neuropatolégicas. Progresion.

En la enfermedad de Parkinson se produce una pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas
de la pars compacta (sustancia negra), de neuronas del area tegmental ventral y de axones
terminales que proyectan al estriado dorsal (via mesoestriatal, caudado-putamen)®. La
pérdida neuronal es del 50-90% en los primeros afios de la enfermedad®.

La clinica motora se relaciona con la pérdida neuronal en la sustancia negra, pero no
necesariamente con la densidad de las inclusiones anormales. No todas las neuronas
dopaminérgicas son igual de susceptibles en la patologia de la enfermedad. La susceptibilidad
es mdxima en la SN compacta. La diferencia se atribuye a las propiedades de descarga
continua como marcapasos de las neuronas de la SN, lo que aumenta su vulnerabilidad®.

Progresion.

La enfermedad aparece inicialmente en regiones inferiores del tronco cerebral (nicleo motor
dorsal del nervio vago) y se va haciendo mas rostral, hasta que alcanza las regiones mas
anteriores del cerebro®! (Figura 12).
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Segun la estadificacion patoldgica de Braak, un sistema de seis niveles basado en la presencia
de cuerpos de Lewy, se sugiere que hay una progresidon desde los nucleos medulares y

olfativos hasta el neocértex que ocurre como sigue?®:

e Estadio I: los cuerpos de Lewy estdn confinados al bulbo olfatorio y el nticleo motor

dorsal del nervio vago.

e Estadio Il: los cuerpos de Lewy ascienden en el tronco cerebral, que llega a la médula
oblongata y al tegmento pontino, partes del cerebro que controlan la deglucién, el
suefio y otras funciones auténomas afectadas en la enfermedad de Parkinson.

e Estadios lll y IV: comienzan a aparecer en la amigdala, encargada del procesamiento
de emociones y discriminacién de olores. También aparecen en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra. Comienzan a manifestarse los sintomas

motores.

e Estadios V y VI: la patologia se distribuye por todo el neocértex, lo que provoca la

aparicion de la demencia.
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Figura 12. Progresion de la enfermedad de
Parkinson. A. Aparicién de la clinica motora y
no motora en la enfermedad de Parkinson. Se
puede ver en el esquema que los sintomas no
motores pueden desarrollarse en la fase
prodrémica, varios afios antes de la aparicién
de la clinica motora. El tiempo de evolucién es
variable, siendo necesarias las caracteristicas
motoras para realizar el diagnéstico de la
enfermedad. Los sintomas no motores y
autondémicos se pueden mantener mas
adelante y progresar. B. Representacion grafica
del desarrollo de la enfermedad, asi como de la
disfuncion neuronal dopaminérgica. Las
caracteristicas motoras aparecen cuando se ha
producido aproximadamente un 50-60% de la
pérdida neuronal. El tratamiento sintomatico
mejora la funcidén motora, pero la mayoria de
las funciones no motoras no se ven afectadas
por la terapia de reemplazo de dopamina.
Figura modificada de °.

Actualmente la etiopatogenia de la Enfermedad de Parkinson se desconoce. Pero la
comunidad cientifica propone que el origen de la enfermedad se debe a una interaccion entre
el envejecimiento, factores genéticos y ambientales, que afectan a numerosos procesos
celulares fundamentales. Sin embargo, todavia se desconoce cdmo estos factores inducen la
aparicién y el progreso de la enfermedad. En los ultimos afios se ha identificado que defectos
genéticos que afectan al trafico intracelular suponen un factor de riesgo importante de la
enfermedad. Los mencionados factores de riesgo se describen a continuacion.

Edad y degeneraciéon neuronal.

La pérdida natural de neuronas debida al envejecimiento se aprecia a partir de los 40 afos,
aunque se considera poco probable que esta reduccién en la cantidad de neuronas
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dopaminérgicas llegue a ser sintomatica. Sin embargo, diversos estudios muestran que la edad
es un factor de riesgo para padecer la EP, mientras que las formas juveniles (en menores de
30 afos) y precoces (entre los 30 y 40 afios) de la enfermedad son excepcionales.

Ello indica, por tanto, que aspectos relacionados con la capacidad funcional y no directamente
con la cantidad de neuronas, han de contribuir al desarrollo de la enfermedad. Asi, pues
parece que los principales aspectos clave que definen la susceptibilidad neuronal para la
enfermedad de Parkinson son: la longitud axonal, el calibre axonal y el grado de mielinizacion.
Las neuronas motoras corticales tienen axones relativamente largos, pero son de alto calibre
y estdn muy mielinizados, por lo que estdn relativamente protegidos en la enfermedad de
Parkinson. Sin embargo, la mayoria de los nucleos subcorticales (principalmente en la SN
compacta) tienen axones delgados, ligeramente mielinizados, y desarrollan patologia de
Lewy*8,

Otros factores que contribuyen a la mayor susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas al
envejecimiento son la mayor produccion de radicales oxidativos en su metabolismo y que la
reserva neuronal de la sustancia negra es baja.

Causas genéticas.

La contribucion de la genética a la enfermedad de Parkinson es sugerida por el mayor riesgo
de padecer la enfermedad en individuos con antecedentes familiares. Esto ha sido inferido de:

« Estudios genéticos de mutaciones familiares: estudios genéticos realizados en los Ultimos
20 afios a las familias de pacientes de EP muestran que del 5 al 10% de los casos son
causados por mutaciones familiares!'. Ademas, los avances de los Ultimos afios en la
secuenciacion del genoma completo y del exoma han contribuido a que se identifiquen
nuevas mutaciones raras heredadas causantes de la enfermedad.

« GWAS: Estos estudios buscan las variantes genéticas asociadas con la EP mediante la
comparacion de un gran numero de genomas humanos de personas afectadas y no
afectadas por la EP. En un metaanalisis realizado con mas de 19.000 pacientes y 100.000
controles se encontraron 24 loci que estan relacionados con un riesgo alterado de
desarrollar la enfermedad. El efecto de estas variantes de manera individual es modesto
(<30% de alteracion del riesgo a padecer la EP), pero la combinacién de multiples variantes
tiene un efecto considerable. Es decir, se esta encontrando una importancia creciente de
la influencia genética en los casos esporadicos®.

Factores exdégenos o ambientales.

Algunos estudios indican que el tabaco y la cafeina actian como protectores en la enfermedad
de Parkinson, debido a que la incidencia es mayor en no consumidores. Una posible
explicacion seria que los pacientes con la enfermedad tuvieran una menor capacidad de
adiccidon a estas sustancias antes de manifestarse los sintomas no motores. También el
consumo de farmacos antinflamatorios no esteroides (AINEs) y alcohol se ha asociado con un
riesgo menor.

Por otra parte, se ha comprobado una mayor incidencia de la enfermedad en relacién con la
ingesta de agua de pozos, vida rural, exposicién a herbicidas o insecticidas, con el proceso de
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industrializaciéon. Sin embargo, los datos mundiales muestran que no hay agrupaciones
regionales, por lo que los factores ambientales no parecen ser decisivos*.

4.1.6 Estrategias terapéuticas actuales

En los ultimos afios se han hecho grandes avances en el diagndstico de la enfermedad de
Parkinson, pero no en su tratamiento. Hoy en dia, no se dispone de fdrmacos que modifiquen
la evolucion de la enfermedad de Parkinson, siendo el tratamiento exclusivamente
sintomatico. Los farmacos disponibles actualmente son los siguientes:

Levodopa (L-DOPA): su introduccidon ha alargado la supervivencia de los pacientes un
promedio de 3 a 5 afos. Es el tratamiento sintomatico estandar de la EP, obteniéndose una
respuesta rapiday espectacular en el 20% de los casos de enfermedad de Parkinson idiopatica.
Sus principales beneficios se producen a nivel del movimiento de las articulaciones proximales
y axiales, mds que en movimientos distales, y sobre todo a nivel motor. El fdrmaco se
transforma en dopamina gracias a la DOPA-descarboxilasa, no solo a nivel del Sistema
Nervioso Central (SNC), sino también del resto del organismo. Esto produce multiples efectos
cardiovasculares, como arritmias e hipotensidn ortostatica, y gastrointestinales. Por ello, debe
administrarse junto a un inhibidor de la descarboxilasa como carbidopa o benserazida que, al
no atravesar la barrera hematoencefalica, o hace que el efecto se dé solo a nivel del SNC. Sin
embargo, esto ocurre tanto sobre estructuras dopaminérgicas como sobre estructuras no
dopaminérgicas, por lo que no lleva a cabo su accion de forma fisiolégica. Generalmente los
pacientes tratados de forma crénica con levodopa van a padecer discinesias y trastornos
mentales, como por ejemplo somnolencia, alucinaciones visuales, delirio y confusién. Esto es
un reflejo de la alteracion del sistema nigroestriado acontecida en la enfermedad, ya que el
farmaco nunca produciria discinesias en personas sanas*®:>>°6,

Anticolinérgicos: tienen una eficacia limitada. Su principal efecto lo ejercen sobre el temblor,
pero tienen efectos secundarios importantes, por lo que su uso es muy limitado. Producen
sequedad de boca, estreflimiento, paresia vesical con retencién de orina, glaucoma, corea
bucolingual, confusion mental y amnesia. Los anticolinérgicos mads utilizados son el
trihexifenidilo y el biperideno®.

Inhibidores de la catecol-O-metil-transferasa (COMT): son farmacos que se utilizan para
aumentar la disponibilidad de la L-DOPA. Algunos son la tolcapona, la entacapona vy la
opicapona®®’,

Amantadina: es un farmaco con limitada eficacia en la enfermedad de Parkinson y con
abundantes efectos secundarios. Produce cierto alivio de algunas discinesias por L-DOPA,
gracias a su efecto antiglutamatérgico. Provoca edemas, sequedad de boca, estrefiimiento,
livedo reticularis, confusion y delirio*9°%>8,

Agonistas directos de los receptores dopaminérgicos: Estos farmacos, como el pramipexol,
el ropirinol y la rotigotina actlan sobre los receptores D2 y D3. Cuando se administran
precozmente, disminuyen los efectos secundarios del tratamiento crénico con levodopa. En
monoterapia producen beneficio clinico suficiente durante 3 afios en el 50% de los pacientes
y en el 30% a los 5 afios. El pramipexol tiene un efecto antidepresivo afiadido>%94,
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Inhibidores de la monoaminooxidasa B (IMAO-B): La rasagilina y la selegilina permiten
incrementar los niveles de dopamina al inhibir la enzima que la degrada. Se utilizan para los
sintomas motores de la enfermedad, pero ademas tienen un papel como tratamiento
antidepresivo®°,

Las técnicas de estimulacidon cerebral profunda (ECP) suponen otra estrategia terapéutica
frente a la enfermedad y que han demostrado efectos beneficiosos hasta 5y 10 afios después.
Es una terapia sintomatica alternativa que se puede utilizar para los sintomas derivados tanto
de la falta dopamina, como para los resistentes a esta®>>°.

4.2 FACTORES DE RIESGO GENETICOS DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON
VINCULADOS CON TRAFICO VESICULAR

La patogénesis de la enfermedad de Parkinson sigue sin estar totalmente clara, pero multiples
estudios indican que las alteraciones presinapticas podrian subyacer en las etapas tempranas
de la eliminacién de dopamina y neurodegeneracién®!. Los estudios postmortem del cerebro
apoyan la idea de que la generacién de defectos en los terminales axdnicos constituye un
evento temprano en la enfermedad de Parkinson. La identificacion de genes asociados a
formas raras familiares y a un mayor riesgo de padecer la enfermedad por estudios de GWAS
ha permitido postular diversos mecanismos bioquimicos y moleculares de la enfermedad.
Mediante estudios genéticos y modelos experimentales animales se ha sugerido que muchos
genes asociados a la enfermedad estan implicados en la funcidn sinaptica y en el trafico de
vesiculas en los terminales. La Tabla 2 recoge una lista detallada de los genes relacionados con
el trafico vesicular que contribuyen a la enfermedad de Parkinson y en la Figura 13 se ha
representado los eventos del trafico vesicular en la sinapsis neuronal relacionados con estos
genes!062,

Algunas de los variantes de genes identificadas predisponen a la enfermedad de Parkinson
esporadica, asi como a la enfermedad familiar'14°, Este es el caso en los genes SNCA, LRRK2 y
VPS13C. Otras mutaciones se han descrito sélo para la enfermedad familiar de Parkinson,
como las de los genes ATP13A2, ATP6AP2, VPS35, DNAJC13, DNAJC6, SYNJ1, RAB39B,
TMEMM230, PINK1 y PARK2. Por ultimo, otras variantes genéticas sélo se han atribuido a un
mayor riesgo de padecer la forma esporddica, como las de los genes GBA, SCARB2, SYT11,
GAK, MAPT, LAMP3 y RAB29.

Se ha propuesto que la relevancia del trafico vesicular en la EP es debido a que la arquitectura
de las neuronas dopaminérgicas ofrece un desafio particular para el trafico de vesiculas
debido a la exuberancia y al gran nimero de sus axones y terminales sinapticos. El inicio de la
patologia podria ser consecuencia por una parte por la proteostasis ineficaz en los terminales
axénicos como resultado de las funciones limitadas de la via endosoma-lisosoma. Por otra
parte, defectos en componentes reguladores del trafico (como VPS35 y LRRK2) parecen ser
necesarios para una funcidn presinaptica adecuada y modular la actividad o la localizacion de
la a-sinucleina en algunos contextos!14863,
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Tabla 3. Genes de trafico intracelular que contribuyen a la enfermedad de Parkinson. AD (autosdémica
dominante), NA (no aplicable), AR (autosémica recesiva), X (ligado al cromosoma X), Reticulo endoplasmatico

(RE). Adaptado de?,

Gen Familiar Herencia Proteina Funcidn propuesta Evento de trafico
o riesgo
SNCA Ambas AD a-sinucleina Chaperona para los complejos Endosoma-lisosoma,
SNARE sinapsis
LRRK2 Ambas AD LRRK2 Quinasa, GTPasa Endosoma-lisosoma,
sinapsis
GBA Riesgo NA Glucocerebrosidasa  Glucocerebrosidasa lisosomal Lisosoma, RE,
Aparato de Golgi
SCARB2 Riesgo NA LIMP2 Chaperona para el tréfico de la Lisosoma
glucocerebrosidasa
ATP13A2  Familiar AR ATPasa 13A2 ATPasa transportadora de Lisosoma
cationes lisosomal
ATP6AP2  Familiar X ATP6AP2 ATPasa transportadora de Lisosoma
protones lisosomal
SYT11 Riesgo NA Synaptotagmin-11 Regulador transmembrana dela  Lisosoma
fusion lisosoma—autofagosoma
y exocitosis
VPS13C Ambas AR VPS13C Clasificacion endosomal, Endosoma-lisosoma
mitofagia
VPS35 Familiar AD VPS35 Subunidad del retrémero Endosoma-lisosoma,
Aparato de Golgi
DNAJC13  Familiar  AD RME-8 Co-chaperona en el Endocitosis, sinapsis
desensamblaje de clatrina en el
transporte endosomal
DNAJC6 Familiar AR Auxilin-1 Co-chaperona en el Endocitosis, sinapsis
desensamblaje de clatrina en el
transporte endosomal
GAK Riesgo NA Auxilin-2 Co-chaperona en el Endocitosis, sinapsis
desensamblaje de clatrina en el
transporte endosomal
SYNJ1 Familiar AR Synaptojanin-1 Fosfatasa de fosfatidilinositol Endocitosis, sinapsis
Rab39B Familiar X RAB39B Rab GTPasa Endosoma
TMEM230 Familiar AD Proteina Proteina transmembrana Endosoma-lisosoma,
transmembrana 230 secretora o de reciclado de sinapsis
vesiculas
MAPT Riesgo NA Tau Proteina asociada a Transporte axonal
microtubulos
LAMP3 Riesgo NA Proteina de Regulador de la degradacién Lisosoma
membrana asociada  proteica durante la respuesta de
al lisosoma 3 proteina desplegada
PINK1 Familiar AR PINK1 Quinasa, fosforila parkin y Mitocondria
ubiquitina para regular la
mitofagia
PARK2 Familiar AR Parkin E3 ubiquitin ligasa, regulador de  Mitocondria
la mitofagia
Rab29 Riesgo NA RAB7-L1 GTPasa Rab Endosoma-lisosoma,

Aparato de Golgi

31



Figura 13. Genes relacionados con la
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4.3 a-SINUCLEINA Y TRAFICO DE VESICULAS EN LA SINAPSIS

La a-sinucleina es codificada por el gen SNCA, es el primer gen que fue asociado a la
enfermedad de Parkinson familiar. Las mutaciones con cambio de sentido de este gen
predisponen a formas hereditarias de la enfermedad de forma autosdmica dominante
mientras que las duplicaciones y triplicaciones en el locus SNCA producen enfermedad de
Parkinson familiar. Estas observaciones genéticas estdn en concordancia con las
observaciones patoldgicas de la enfermedad, ya que los agregados de a-sinucleina son los
componentes principales de los cuerpos de Lewy. En estudios de GWAS de la EP ademas de
las mutaciones que varian la secuencia codificante de la proteina de la a-sinucleina se han
identificado SNPs y variantes genéticas presentes en mas de 1% de la poblacion que modifican
la expresién génica de a-sinucleina que aumentan la probabilidad de desarrollo de la
enfermedad®-5,

La a-sinucleina se localiza principalmente en los terminales presinapticos en el cerebro normal
y su papel fisioldgico es regular la exocitosis de neurotransmisores en la sinapsis, con una
funcién reguladora de la liberacién de vesiculas sindpticas. La a-sinucleina actia como una
chaperona para los complejos SNARE. Estos median la fusién de la membrana para permitir la
exocitosis de vesiculas sindpticas. Cuando estas proteinas estan alteradas tienden a plegarse
de forma incorrecta. Por ello, existen cuatro chaperonas para protegerlas en la sinapsis: CSPa
y los tres tipos de sinucleinas (a, B y y). Por lo tanto, las sinucleinas regulan directa o
indirectamente la capacidad de liberacion de dopamina, y la eliminacién de sinucleina
aumenta la liberacién de dopamina. Ademas, cuando la a-sinucleina tiene una localizacién y
concentracién fisiolégica en la sinapsis se producen correctamente la macroautofagia, la
degradacidn lisosomal y la proteasomal. Es decir, las vias de degradacién son eficaces*:64:5¢,

Sin embargo, aunque la a-sinucleina tenga este papel neuroprotector especifico, también
promueve la neurodegeneracién. Es probable que las agresiones ambientales y el deterioro
de la autofagia relacionado con la edad, asi como los cambios en el gen SNCA y otros factores,
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precipiten la acumulacion de a-sinucleina, lo que provoca su oligomerizacion. La acumulacién
de la a-sinucleina es un punto clave en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson y supone
la disrupcidn de numerosos pasos esenciales del trafico intracelular®.

Niveles elevados de a-sinucleina nativa producen una acumulacién patoldgica, de forma que
hay multimerizacion, agregacion fibrilar y asociacién con membranas vesiculares y organelas.
Esta acumulacién puede degradarse y seguir el curso normal, o formar fibrillas. La
acumulacién de a-sinucleina puede producirse por aumento de la produccion de esta o por
degradacion o trafico inefectivo. El aumento de la produccién lo provocan las variantes
genéticas comunes de alto riesgo en el gen de a-sinucleina, que modifican la expresién génica,
o mediante raras multiplicaciones familiares de genes. La degradacién o trafico inefectivo es
consecuencia de mecanismos asociados con mutaciones en a-sinucleina asociadas a
enfermedad de Parkinson familiar. Las fibrillas de a-sinucleina provocan distrofia a nivel de la
sinapsis, inhibicidn de la fusidn de vesiculas mediadas por SNARE, asi como una atenuacion de
la movilidad, la dispersidén intersindptica y el tamafno del conjunto de reciclaje de vesiculas
sindpticas. Ademads, el aumento de a-sinucleina va a desencadenar un trafico intracelular
alterado, ya que dificulta el trafico endosoma-lisosoma, la macroautofagia, provoca
alteraciones a nivel del reticulo endoplasmatico, de los endosomas tempranos y tardios, y de
los lisosomas. Estos defectos conllevan a que se produzca una degradacidon proteica
insuficiente como consecuencia del trafico defectuoso de importantes enzimas a los
lisosomas!'#® (Figura 14).
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Figura 14. Las funciones fisioldgicas y patoldgicas asociadas a la EP de las a-sinucleininas en las neuronas.
La a-sinucleina se puede liberar en el entorno extracelular de las neuronas, especialmente en el contexto
de su acumulacion excesiva, que puede resultar de la funcién lisosomal defectuosa. La a-sinucleina en
exceso en forma de mondmeros, multimeros o agregados puede interrumpir el trafico intracelular y la
funcién sinaptica y contribuir a la formacién de los cuerpos de Lewy. Se produce inflamacién. Figura
modificada de 1.
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Por otro lado, puede producirse a-sinucleina mutante. Las fibrillas de a-sinucleina mutante
van a formar cuerpos de Lewy. Se demostré que la inyeccidén aguda de a-sinucleina de tipo
salvaje monomérica humana en los terminales sindpticos de peces lamprea junto con la
estimulacion intensa de las neuronas reduce significativamente las tasas endociticas que
conducen a la acumulacién de vesiculas recubiertas de clatrinal63¢7,

La acumulacién excesiva de a-sinucleina en las neuronas produce que mondmeros,
multimeros o agregados fibrilares insolubles de a-sinucleina se liberen al medio extracelular
provocando inflamacidn, fagocitosis de la microglia y la diseminacién de lesiones asociadas a
la EP, como los cuerpos de Lewy mediante mecanismos de expansién de tipo pridnico (Figura
15). Esta liberacion al medio extracelular se produce a través de varios tipos de exocitosis: la
exocitosis lisosomal, la diseminacion transinaptica o la muerte de neuronas. La a-sinucleina
fibrilar extracelular puede entonces ingresar en el citoplasma de neuronas distantes al
penetrar directamente en la membrana plasmatica, a través de endocitosis o por la induccién
de la fibrilacién de otras moléculas de a-sinucleina nativas de otras neuronas. La a-sinucleina
extracelular también puede inducir inflamacién a través de la activacidon de receptores tipo
Toll que se encuentran en la superficie de células inmunes innatas como la microglia. Las
células inmunes innatas son capaces de eliminar la a-sinucleina extracelular a través de la
fagocitosis y la degradacion lisosomal 1012,

Formacién de fibrillas Figura 15. a-sinucleina extracelular y la

hipdtesis pridnica. a-sinucleina puede
ser liberada al medio extracelular
debido a una acumulacién excesiva,
que puede resultar de una funcidn
lisosomal defectuosa. a-sinucleina
fibrilar puede alcanzar otras neuronas
por endocitosis y nuclea la fibrilacién de
otras moléculas de a-sinucleina nativas
que estan presentes en otras células. La
a-sinucleina  extracelular  también
puede inducir inflamacion. Las células
inmunes innatas son capaces de
eliminar la a-sinucleina extracelular a
través de la fagocitosis y la degradacion
lisosomal. Figura modificada de 1.
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4.4 DEFECTOS EN EL TRAFICO LISOSOMAL Y LA ENFERMEDAD DE PARKINSON
4.4.1 LRRK2 y trafico lisosomal

LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) es una proteina multidominio de 2527 aminoacidos que
contiene dominios quinasa, GTPasa y dominios de interaccion con otras proteinas. Las
mutaciones autosdmicas dominantes del gen LRRK2 son las alteraciones genéticas mas
prevalentes de las formas familiares de enfermedad de Parkinson. Las variaciones de este gen
estan asociadas con mas del 40% de los casos de enfermedad esporadica. La mutacién mas
frecuente en los paises occidentales es G2019S148,
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El estudio de mutantes de LRRK2 en modelos celulares y animales ha mostrado que LRRK2
esta implicada en el trafico lisosomal. La expresion de mutantes de LRRK2 provoca trafico
endosoma-lisosoma defectuoso, traduccién proteica desregulada y liberacién basal de
dopamina reducida. Como consecuencia del trafico defectuoso se produce una acumulacién
de estructuras lisosomales anormales y una reduccién de los procesos neuriticos en las
neuronas®6869,

Diversas evidencias experimentales apoyan el papel de LRRK2 en el trafico vesicular en la
sinapsis. Por una parte, LRRK2 interactua con varias proteinas de la familia Rab, que regulan
el trafico intracelular, como por ejemplo con Rab29 y Rab32. Rab29, codificada por el locus
PARK16, se asocia con riesgo de desarrollar enfermedad de Parkinson y Rab32 se ha
relacionado con la Esclerosis Lateral Amiotroéfica. Estas dos proteinas Rab pertenecen a una
subfamilia implicada en el trafico hacia lisosomas y organelas tipo lisosoma. LRRK2 también
esta implicada en la fosforilacién y modulacién de otras proteinas Rab como Rab3A, Rab8A,
Rab10A y Rab12. Todavia no se ha probado pero se ha propuesto que los mutantes de LRRK2
que causan enfermedad de Parkinson podrian albergar una actividad quinasa potenciada
hacia estas Rabs, llevando a interacciones alteradas con efectores posteriores de Rab y sus
proteinas reguladoras, asi como perturbaciones en el transporte vesicular a varios niveles!®.

Por otra parte, los ratones transgénicos que portan mutaciones de LRRK2 asociadas a la
enfermedad de Parkinson no poseen el fenotipo de la enfermedad, como la pérdida
progresiva de neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, estos ratones muestran las patologias
lisosomales asociadas a la edad. Estos datos refuerzan la funcién de LRRK2 en el trafico
lisosomal?63,

Ademas, los pacientes que portan mutaciones en el gen LRRK2 acumulan a-sinucleina en el
cerebro. Por ello, se ha propuesto que LRRK2 interaccione con a-sinucleina y juegue un papel
directo en el trafico de a-sinucleina o que el efecto de la mutacion sea indirecto, y la
acumulacién de a-sinucleina sea debido a una alteracién mas general del trafico endosoma-
lisosomall 369,

4.4.2 GBA y funcidn lisosomal

El gen GBA codifica una hidrolasa lisosdmica llamada glucocerebrosidasa. Las mutaciones
autosdmicas recesivas de este gen provocan la degradacion defectuosa del glucoesfingolipido
glucoceramida (GlcCer) en ceramida y glucosa, causando la enfermedad de Gaucher. La
enfermedad de Gaucher es un trastorno del almacenamiento lisosomal con caracteristicas
neurolégicas que incluyen parkinsonismo y otras manifestaciones clinicas. Los portadores
heterocigotos de mutaciones de GBA tienen un riesgo aumentado de padecer enfermedad de
Parkinson (3-8 veces mas), asi como un adelanto en la edad de inicio. Ademds, entre pacientes
con enfermedad de Parkinson confirmada neuropatolégicamente, la frecuencia de
mutaciones en heterocigosis de GBA es elevada*,

Una deficiencia de glucocerebrosidasa puede producir neurodegeneracién, ya sea
indirectamente a través de la disfuncidn general del lisosoma vy el fallo del trafico endosoma-
lisosoma o lisosomas-autofagosoma; o mds directamente a través de un vinculo entre la
acumulacién de GlcCer y a-sinucleina, ya que GlcCer estabiliza los oligdmeros de a-sinucleina.
Otra consecuencia de la disfuncion de GBA es que la acumulacién de GlcCer puede producir
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dafio celular mediante la sobreactivacién de la via de la degradacion del reticulo
endoplasmaticico y de la disrupcién de otros mecanismos celulares homeostaticos como la
liberacion de calcio asociada a estrés. También puede alterar la generacion de esfingolipidos
en el SNC a través de la via de sintesis de ceramida, llevando a la alteracion de la homeostasis
asociada a la membrana.

Modelos neuronales de la enfermedad de Parkinson asociados con una mutacién en GBA
muestran una acumulacion de a-sinucleina y GlcCer. Ademas, las neuronas que sobreexpresan
a-sinucleina también tienen alterado el trafico de glucocerebrosidasa al lisosoma, de manera
que se produce retroalimentacién positiva.

Un cofactor requerido para importar glucocerebrosidasa al lisosoma, LIMP-2, es codificado
por el gen SCARB2, que también se ha relacionado con el riesgo de desarrollar la enfermedad
de Parkinson en estudios de GWAS. Una deficiencia de LIMP-2 altera el transporte de GABA,
asi como disfuncion lisosomal y la acumulacién de a-sinucleina 179,

4.4.3 Mitofagia

La autofagia es un proceso degradativo de componentes celulares que se produce para
mantener la homeostasis celular. Un subtipo especial de autofagia es la mitofagia, por la que
se eliminan las mitocondrias. Los autofagosomas se fusionan con los lisosomas para llevar a
cabo la degradacidén. Este proceso estd regulado por proteinas SNARE/Rab, y se encuentra
alterado en la enfermedad de Parkinson. El aumento de la a-sinucleina en ratones se ha
relacionado con mitofagia impedida!®1?,

Algunos genes que producen alteracion de la mitofagia, y estan relacionados con la
enfermedad de Parkinson familiar, son PARK2, PINK1, FBX07 y PARK7/DJ1. La mutacidon PARK2
(proteina parkin) es la principal etiologia genética de los parkinsonismos juveniles o precoces
con herencia autosémica recesiva®.

4.4.4 Otros genes relacionados con enfermedad de Parkinson involucrados en el trafico
lisosomal

A continuacién, se describen otros genes relacionados con la AP mediante GWAS y que
también apoyan la relacién de los defectos del trafico lisosomal y de la integridad de los
lisosomas con la acumulacién de a-sinucleina y con en el desarrollo de la EP.

ATP13A2. ATP13A codifica para una ATPasa tipo P transmembrana que esta localizada en los
lisosomas y en los endosomas tardios y enriquecida en el cerebro. Las mutaciones de este gen
estan relacionadas con un comienzo temprano de parkinsonismo y demencia y conducen a
una reduccion en la funcién de los lisosomas y a la acumulacién de lisosomas anormales.
También hacen a las células mas susceptibles al estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y
la toxicidad por manganeso. En modelos animales se ha demostrado que mutaciones de
ATP13A2 causan acumulacién de a-sinucleina. ATP13A2 puede interactuar con
synaptotagmin-11 (codificada por el gen SYT11), implicada en la funcién lisosomal y
exocitosis, y que se ha asociado por estudios de GWAS con el riesgo de desarrollar enfermedad
de Parkinson!%7"%,
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ATP6AP2. ATP6AP2 es un transportador de protones de membrana con actividad ATPasa que
se requiere para la acidificacidn y funcién del lisosoma. Las mutaciones en ATP6AP2 se han
asociado a una forma de parkinsonismo con espasticidad ligada al cromosoma X. En modelos
animales, la reduccién de los niveles de ATP6AP2 provoca neurodegeneracién con evidencias
de degradacion defectuosa de proteinas a través de la via autofagia-lisosémica'?.

VPS13C. VPS13C codifica un componente de la maquinaria lisosomal implicado en Ia
clasificacién del lisosoma. Esta proteina es capaz de extraer lipidos de las membranas celulares
y transferirlos a las membranas adyacentes. Mutaciones raras, autosémicas recesivas de
pérdida de funcién en este gen se han asociado con la enfermedad de Parkinson familiar, y las
variantes comunes de este gen también se han asociado a riesgo de desarrollar enfermedad
de Parkinson esporadica’.

4.5 DEFECTOS EN EL TRAFICO DE LA ViA ENDOCITICA

4.5.1 Disfuncion del retromero en la enfermedad de Parkinson

El retromero es un complejo multiproteico de recubrimiento de membranas que se ensambla
sobre endosomas y regula el reciclaje de proteinas. Selecciona las proteinas que van a ser
recicladas y las introduce en vesiculas con forma de tubo para transportarlas a la membrana
celular o al aparato de Golgi. Estd compuesto por tres proteinas VPS26, VPS29 y
VPS3572’73’74’75.

El descubrimiento de mutaciones autosdmicas dominantes en el gen VPS35 (PARK17), que
codifica para un componente del complejo retrdmero, ha implicado la disfuncion del
retromero en la enfermedad de Parkinson familiar de comienzo tardio. También se ha
observado en un nimero de pacientes con la forma esporadica autosémica dominante de la
enfermedad. Las mutaciones de VPS35 asociadas a la enfermedad de Parkinson producen
defectos en el trafico vesicular y toxicidad neuronal. Una de las proteinas transportadas por
el retromero es el receptor de las hidrolasas acidas CIMPR (Cation-independent-mannose-6-
phosphate receptor), que juega un papel esencial en el suministro de los principales
componentes enzimaticos a los lisosomas. Por ello defectos en la actividad del retrémero
producen una ruptura del trafico lisosomal y de la integridad de los lisosomas®i#472.73,

Las mutacidn de VPS35 asociada con la EP (D620N) no afecta a su interaccién con VPS26 y
VPS29, sino a su interaccion con otros complejos. Fue el descubrimiento de esta mutacién lo
que relaciond el retrémero con la patogénesis de la enfermedad de Parkinson’®. VPS35 actua
como plataforma para interaccionar con otras proteinas. Al sufrir mutaciones, es probable
que estas interacciones estén alteradas. Por ejemplo, el retrémero interacciona con el
complejo WASH y esta asociacién se requiere para la seleccién de la carga en los endosomas
tempranos, asi como para su transporte al destino correcto. Las mutaciones asociadas a la
enfermedad de Parkinson en VPS35 empeoran su interaccidon con el complejo WASH lo que
conduce a estrés proteotoéxico. El complejo WASH participa en esta funcién del retrémero, asi
como en las rutas de degradaciéntl14,
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Por otro lado, se ha visto que la pérdida de funcion de VPS35 puede sensibilizar a las células a
la acumulacién de a-sinucleina, al interferir con la maquinaria de degradacién Esto se ha
probado en diferentes modelos experimentales como levaduras y ratones transgénicos!?.

Ademas, la autofagia estd alterada en células que expresan VPS35 mutante, propio de la
enfermedad de Parkinson. Se produce un transporte alterado de ATG9A, una proteina
transmembrana requerida en la formacién del autofagosoma?®.

4.5.2 Otros genes relacionados con enfermedad de Parkinson involucrados en el trafico
endosomal

Al menos otros cinco genes de la via endocitica se han relacionado con la enfermedad de
Parkinson.

DNAJC13, Auxilina 1 y Auxilina 2: Estas tres proteinas estdn implicadas en la endocitosis
mediada por clatrina y contribuyen al desensamblaje del recubrimiento de clatrina en la
membrana plasmatica de la sinapsis. DNAJC13 (también conocida como RME-8) interacciona
al igual que el retrémero con el complejo WASH. Auxilina 1, codificada por el gen DNAJC6.
Auxilina 2 codificada por GAK. Los genes DNAJC13 y DNAJC6 se han asociado a enfermedad
de Parkinson familiar, a través de mutaciones de pérdida de funcién. Sin embargo las variantes
comunes de GAK se han vinculado con el riesgo de desarrollar enfermedad de Parkinson
esporadicotl’”’,

SYN1: El gen SYN1 codifica para la sinaptojanina-1. Esta proteina es necesaria para el
desprendimiento de adaptadores de la clatrina en la via endosomal. Mutaciones en SYN1
producen un sindrome familiar que da clinica de enfermedad de Parkinson y convulsiones que
se asocia con defectos en el trafico endosomal y lisosomal tardio!'7’8,

RAB39B: El gen RAB39B codifica para una ATPasa de la familia Rab que se localiza en los
endosomas tempranos. Las mutaciones de pérdida de funcién de este gen aparece en formas
familiares de parkinsonismo con deterioro cognitivo y acumulacién de a-sinucleina en las
neuronastl.

Estos hallazgos apuntan a que defectos en el trafico endosomal y en la clasificacidn del cargo
en los endosomas provoca una disfuncidn lisosomal y defectos en la proteostasis. Estos
mecanismos pueden aparecer en la enfermedad de Parkinson o en parkinsonismos.
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5. NUEVAS PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS DIRIGIDAS AL TRAFICO
INTRACELULAR

5.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

5.1.1 Fracasos y éxitos de las terapias dirigidas contra las placas de B-amiloide, Tau e
inflamacion

En las poblaciones de todo el mundo estd aumentando la incidencia y la prevalencia de las
enfermedades relacionadas con la edad, como la enfermedad de Alzheimer. Ademas, la
discapacidad asociada con la demencia, particularmente en las etapas posteriores, causa una
gran carga personal, social y econdmica, lo que conduce a una importante preocupacion de
salud publica. Se estima que, en 2018, habia 50 millones afectados por demencia, y esta cifra
se convertird en 130 millones para 20507°.

Desde 2003 no se ha aprobado ningin medicamento por la FDA (Food and Drug
Administration, Administracion de Medicamentos y Alimentos) para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, pero mas de 600 ensayos clinicos estan actualmente en marcha a
relacionados con la EA. Entre ellos mas de cien exploran el efecto de nuevos farmacos y otros
son estrategias no farmacoldgicas como intervenciones en la conducta, ejercicios y
tratamientos fisicos que incluyen acupuntura, dispositivos electromagnéticos e incluso cirugia
(www.clinicaltrials.gov). La mayoria de estos estudios farmacoldgicos estan dirigidos a inhibir
la formacion de los péptidos AB en el cerebro ya que la aproximacion mas aceptada para
explicar la patogenia de la EA es la hipotesis amiloidogénica que propone que el péptido AB
juega un papel clave en esta enfermedad. Pero otros estan dirigidos contrat tau, a aumentar
la respuesta inmunitaria, inflamacién, mejorar la cognicién con serotonina o suplementos
dietéticos®®.

Se han desarrollado varios farmacos dirigidos a inhibir la formacién de los péptidos AB. Entre
ellos se encuentran los inhibidores de BACE1 y y-secretasa e inmunoterapias enfocadas a
inhibir la agregacion del AB. El tratamiento con inhibidores de BACE1 (B-secretase Inhibitor
IV y Compound E, EMD Millipore) reducia significativamente la patologia amiloide y tau en
estudios con células madre pluripotentes derivadas de pacientes con enfermedad de
Alzheimer. También disminuia la hiperfosforilacion de tau en el ultimo momento del
tratamiento, después de haberse observado la reduccién de B-amiloide3%8!, Sin embargo, los
inhibidores de BACE1 fallaron en el ensayo clinico. Se desconoce si el fracaso es debido a que
se dieron demasiado tarde o si solo redujeron el amiloide intracelular3®.

También se han llevado a cabo ensayos clincios con anticuerpos monoclonales contra el B-
amiloide cerebral. Uno de ellos es Solanezumab, un anticuerpo monoclonal humanizado que
promueve el aclaramiento de AB en el cerebro pero que fallé en la fase 3 del ensayo clincio ya
que no muestra eficacia en pacientes con EA3482, Otros dos anticuerpos anti-AB se encuentran
actualmente en fase tempranas de estudio: BAN2401 y aducanumabb. Se ha visto que ambos
reducen los niveles de AB en el cerebro, pero todavia hay que esperar a ensayos mas
definitivos para comprobar si influyen en la cognicidon de manera significativa®3.
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Por otro lado, se han estudiado diversas estrategias terapéuticas dirigidas contra tau y la
formacidn de ovillos neurofibrilares. Inicialmente, estas terapias se basaban principalmente
en la inhibicién de las quinasas que fosforilan tau, en la agregaciéon de tau, o en la
estabilizaciéon de los microtubulos, pero la mayoria de estos enfoques se han suspendido
debido a su toxicidad o falta de eficacia. Actualmente, la mayoria de las terapias dirigidas
contra tau en ensayos clinicos son inmunoterapias, que se han mostrado prometedoras en
numerosos estudios preclinicos®°.

También se estan ensayando farmacos anti-inflamatorios ya que se ha visto que la
inflamacién contribuye a la patologia de la EA, debido a que promueve la destruccidn neuronal
por AB. Se estd estudiando el tratamiento combinado ALZT-OPT1 que incluye ibuprofeno oral
con la medicacion antiinflamatoria inhalada, cromolina. La benfotiamina, un derivado de la
tiamina con propiedades antiinflamatorias se estd estudiando en otro ensayo®*.

El fracaso de todas las estrategias terapéuticas desarrolladas para evitar el depdsito de B-
amiloide hasta la fecha ha puesto la hipdtesis de la cascada de amiloide en entredicho.
Antiguamente se creia que las placas de amiloide eran la Unica causa de la patogénesis de la
enfermedad de Alzheimer, el primer hito de la neurotoxicidad. Sin embargo, muchas veces no
hay correlacion entre la neurotoxicidad y las placas, por ejemplo, en el [6bulo temporo-medial.
Se observaron zonas con menores niveles de amiloide extracelular en las que las neuronas
acumulan amiloide intracelular (neurotoxina primaria)3®. En las mutaciones familiares de la
enfermedad se observa una secrecién alterada de B-amiloide, sin embargo, esta secrecién y
la expresién de APP no se ven consistentemente alteradas en la enfermedad de Alzheimer
esporadica®. Pero el fracaso de los ensayos clinicos puede ser debido a otras razones como
que los pacientes que participan en los ensayos clinicos estan ya en una fase muy avanzada
de la enfermedad. Ademas, muchos tests preclinicos que eran muy prometedores después
fracasaban al trasladarlos a pacientes. Por ello se ha sefalado la utilizacién de modelos
animales como causa de la falta de éxito.

5.1.2 Disminucion de B-amiloide mediante el control del trafico vesicular

Estudios recientes sugieren que la acumulacién de AB en el cerebro comienza al menos 20
afios antes de que aparezcan los sintomas. Para el momento en que se detectan placas de
amiloide, ovillos neurofibrilares y muerte neuronal, es poco probable que la progresion de la
enfermedad se pueda detener y revertir. La identificacion y el tratamiento de las patologias
preclinicas pueden ser criticas para una cura efectiva. En este contexto, las aberraciones
endosémicas constituyen la citopatologia cerebral detectable mas temprana, surgiendo antes
de que la disfuncién cognitiva sea evidente en los trastornos neurodegenerativos, como la
enfermedad de Alzheimer. Consistente con este hallazgo, los genes asociados con el trafico
de endosomas han sido implicados como los principales factores de riesgo en EA. Es
importante destacar que en el genotipo 9, 10, 11 de ApoE4, se ha observado una
endosomopatia pre-sintomatica del cerebro prominente, evidenciada por endosomas
agrandados y mds numerosos. Estos “atascos” pueden ocurrir de manera independiente al
depdsito del amiloide. Ademas, las terapias dirigidas al amiloide extracelular como la
inmunoterapia puede que hayan fracasado porque no afecten al intracelular e incluso puede
que podrian aumentarlos. Por ello reducir la produccién de APP intracelular podria ser una
estrategia mds eficaz. Por lo tanto, numerosos estudios recientes buscan nueva vias
terapéuticas dirigidas al trafico intracelular,
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Las siguientes estrategias terapéuticas destinada a incrementar el flujo hacia los endosomas
tempranos estdan mostrando resultados prometedores.

Rab10. Su funcidn es critica para la funcidn neuronal adecuada. Se encarga del mantenimiento
y regulacion del reticulo endoplasmico, y se ha relacionado con el desarrollo axonal y la
arborizacion dendritica. Aunque se ha implicado en varias funciones dentro del transporte
intracelular, es importante su funcién en la via de reciclaje endocitica y en los endosomas
tempranos, asi como en la degradacién lisosomal®. Rab10 participa también junto al
retrémero en el transporte retrogrado de proteinas de los endosomas al TGN?’. Se identifico
una variante rara en Rab10 que confiere resistencia a la enfermedad, por lo que las evidencias
apoyaban el rol de Rab10 en la patogénesis del Alzheimer. Observaron que el silenciamiento
de la expresion de Rab10, que se expresa en todos los tipos celulares del cerebro, conducia a
un descenso significativo de AB42 y de la ratio AP42/40. Ademas, los niveles de Rab10 en
pacientes con diagndstico neuropatolégico de enfermedad de Alzheimer eran claramente
mayores que en los controles®®. Por ello, se estd intentando utilizar como diana Rab10,
mediante moléculas pequefias o anticuerpos, por ejemplo. Las aproximaciones estan siendo
exitosas, de forma que se estd formando cierto optimismo hacia la utilizaciéon de pequefas
moléculas contra Rab10 y su impacto en la enfermedad®’.

RETROMERO. Se han identificado chaperonas farmacoldgicas que se unen y estabilizan el
complejo retrémero y de esta manera incrementan los niveles de retrémero en las neuronas
y su actividad de transporte . Estas chaperonas aumentan el flujo de APP y SORL1 fuera del
endosoma temprano!* y reducen la acumulacién neuronal de B-CTF y AB3%. Aunque pueda
parecer que podrian darse muchos efectos téxicos secundarios, se ha observado que
incrementar la funcion del retrdmero no tenia consecuencias en levaduras, cultivos de
neuronas o ratones. Ademas, el aumento de niveles de retromero revierte los efectos
neurotéxicos de varias mutaciones. La evidencia actual sugiere que la potenciacion del
retromero podria disminuir el procesamiento patogénico de APP en las neuronas y mejorar la
funcién de la microglia, incluso aunque no hubiese deficiencias previas en el retrémero*.

AUTOFAGIA. Otra estrategia terapéutica es dirigir la autofagia para reducir los depdsitos de
amiloide. Hay estudios prometedores en este campo. Por una parte, se ha visto que la
administracién periférica de rapamicina para estimular fuertemente la autofagia reduce
sustancialmente los depdsitos de amiloide y la patologia en los modelos de ratén transgénicos
de la patologia de Alzheimer. En otro estudio con modelos de ratones de le EA se estimulé la
eficacia proteolitica lisosomal mediante la eliminacidn de un inhibidor endégeno de la cisteina
proteasa lisosomal (cistatina B) que rescata patologias lisosomales y elimina la acumulacién
autolisosdmica anormal de sustratos autofdgicos. Se observé una disminucién de los
depdsitos de amiloide y una mejora de los déficits de aprendizaje y de memoria. Se observan
efectos terapéuticos similares, incluida la restauraciéon de las funciones sindpticas, en modelos
de raton APP después de eliminar la cistatina C por sobreexpresion de la catepsina B, o
aumentar su actividad, o al estimular la biogénesis lisosomal mediante TFEB®,

En conjunto, estas observaciones apoyan la importancia patégena de la disfuncidn
endosomal-lisosomal-autofagia en la EA y el rango de posibles formas en que los endosomas
y la funcién de los lisosomas pueden ser dianas para terapias innovadoras para la EA.
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5.2 ENFERMEDAD DE PARKINSON

5.2.1 Fracasos y éxitos de las terapias para la enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson afecta a millones de personas a nivel mundial. A pesar de la
elevada prevalencia de la EP todavia no existe ningun farmaco que detenga o retrase la
progresion de la enfermedad. Las multiples vias afectadas en la enfermedad complican el
tratamiento etioldgico de esta. En la actualidad hay registrados 700 ensayos clinicos a nivel
mundial relacionados con la enfermedad de Parkison (www.clinicaltrials.gov). Hasta la fecha,
grandes estudios clinicos han resultado negativos para una serie de posibles terapias que
modifican la enfermedad, como rasagilina, pramipexol, coenzima Q, creatina y pioglitazona®?.

En los ultimos afos se ha dedicado mucho esfuerzo a explorar la capacidad terapéutica de
inmunoterapias para la EP, tanto la inmunizacién pasiva (anticuerpos) como la activa
(vacunas). Se ha evaluado el efecto de anticuerpos anti a-sinucleina para el aclaramiento de
la a-sinucleina ya que se piensa que su acumulacién es un factor esencial en la pérdida de
neuronas asociada a la enfermedad. Ademas, la a-sinucleina extracelular tiene un papel
potencial en la propagacion o inflamacién de tipo pridnico. Varios ensayos clinicos han
evaluado hasta ahora la seguridad y la tolerabilidad de dosis ascendentes de una infusién
intravenosa de anticuerpos anti-aSyn en humanos. Los estudios mas avanzados ya han
alcanzado el nivel de estudio clinico de fase Il. El uso de estrategias de inmunizacién activa
con vacunas anti a-sinucleina sélo se han estudiado en ensayos clinicos en fase | en humanos.
Estos estudios tienen resultados alentadores, ya que se detectaron anticuerpos anti a-
sinucleina en el liquido cefalorraquideo que se unian tanto a-sinucleina oligomérica como
fibrilar. Ahora, la eficacia clinica debe demostrarse en estudios de fase 11°2.

Otra de las vias abordadas es reducir la sintesis de a-sinucleina. El silenciamiento de SNCA ha
proporcionado resultados mixtos en los estudios preclinicos, pero todavia no se ha explorado
en ensayos clinicos. La mayor preocupacion respecto a esta terapia es qué consecuencias
tiene el silenciamiento en el rol fisioldgico de la proteina®>°394, Se ha descubierto que los
agonistas B2 adrenérgicos tienen potencial para modificar la enfermedad reduciendo la
expresion de SNCA y promoviendo la integridad de las neuronas dopaminérgicas. Sin
embargo, no se ha visto que estén asociados con diferente riesgo de enfermedad de
Parkinson®-%,

Otra terapia potencialmente modificadora de la enfermedad que se va a probar es la
exenatida, un péptido similar al glucagdén que activa la secrecién de insulina dependiente de
la glucosa y retarda el vaciamiento gdstrico, y estd aprobado para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2. Los estudios clinicos con este medicamento han demostrado que los pacientes
tratados con exenatida tuvieron mejoras en los tests relacionados con las caracteristicas tanto
motoras (temblor) como no motoras (depresién) de la EP. Se necesita un futuro estudio de
fase lll, con un mayor numero de pacientes, para probar o refutar el efecto modificador de
exenatida en la enfermedad®.

El uso de células madre adultas pluripotenciales para restituir la pérdida de neuronas
dopaminérgicas es otra potencial estrategia terapéutica. Los ensayos preclinicos con modelos
animales de la enfermedad de Parkinson mostraron mejora de los sintomas y un aumento de
la inervacién de las neuronas dopaminérgicas. Hay un ensayo clinico en fase | para evaluar la
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seguridad y la eficacia del trasplante de células madre neuronales derivadas de células madre
embrionarias (hESC) en pacientes con EP*>,

5.2.2 Aproximaciones terapéuticas dirigidas al trafico vesicular

En la actualidad no hay ningln tratamiento que cure la enfermedad de Parkinson. Por ello la
busqueda de nuevas aproximaciones terapéuticas es esencial. Cbmo se ha indicado en el
apartado 4 mutaciones en varios genes relacionados con el trafico intracelular han sido
relacionados con una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad. Los siguientes
estudios muestran diferentes componentes de la ruta endosomal-lisosomal que podrian
actuar como diana terapéutica.

LISOSOMAS. En ciertos casos la enfermedad de Parkinson podria representar una aparicién
leve y tardia de un trastorno de almacenamiento lisosomal. Estos suelen ser graves, como se
ha observado en sindromes hereditarios de la infancia provocados por una funcién lisosémica
defectuosa. Pacientes que sufren estos sindromes tienen un riesgo aumentado de padecer la
enfermedad de Parkinson. Dada la relacién entre los trastornos de almacenamiento lisosomal
y la EP, las estrategias aplicables a estos podrian ser aplicables a la enfermedad de Parkinson.
Los farmacos que mejoran la funcién o el trafico de los lisosomas, incluidas las -
ciclodextrinas, o la transduccién de genes como el TFEB, que codifica el factor de transcripcién
EB, podrian proporcionar beneficios terapéuticos en el contexto de la enfermedad de
Parkinson!!. También la sobreexpresion de factores de transcripcién como TFEB, asociado con
el lisosoma, podria tener efectos neuroprotectores®’.

a-SINUCLEINA. Otra posible diana terapéutica son los defectos del trafico endosomal que se
producen debido a un exceso de a-sinucleina. Se ha propuesto para ello emplear moléculas
que afectan selectivamente la acumulacidn de a-sinucleina o inhibidores de su fibrilacion. Se
ha propuesto el uso de NAB2, una pequeiia molécula terapéutica ensayada en levaduras
puede revertir la toxicidad causada por a-sinucleina, aumentar el aclaramiento a-sinucleina
mediante la potenciacién de la actividad proteasomal con pequefias moléculas como 1U1, que
inhibe USP14, una deubiquitinasa asociada al proteasoma o incrementar la degradacion de
de a-sinucleina por autofagia®. Otra via de actuacién es impedir la entrada de a-sinucleina en
las células mediante el bloqueo de la endocitosis utilizando un inhibidor farmacolégico de la
dinamina (por ejemplo, Sertraline) o un anticuerpo anti-LAG3°.

INHIBIDORES DE LRRK2. La interaccién funcional entre LRRK2 y a-sinucleina abrid la
posibilidad de que terapias dirigidas a inhibir la funciéon de LRRK2 pudieran ser efectivas?8,
Varias mutaciones patogénicas comunes de LRRK2, incluida la G2019S, producen un aumento
de la actividad quinasa de LRRK2, por lo que se han investigado varias estrategias para
disminuir dicha actividad. Sin embargo, la implicacién de esta actividad alterada en el
desarrollo de la EP se desconoce, y el uso de inhibidores de la actividad quinasa de LRRK2 se
han relacionado paradéjicamente con trastornos lisosomales!!. Otro de los problemas que
han salido a la luz es que LRRK2 estaba muy expresado en los rifiones, y los ratones knockout
de LRRK2 tenian alteraciones estructurales renales. Sin embargo, esto no parecia ocurrir en el
contexto de la inhibicidn farmacoldgica®. El desarrollo preclinico de pequefias moléculas
inhibidoras parece prometedor en modelos animales. DNL201 conseguia un 90% de inhibicidn
en estudios fase | con voluntarios sanos. DNL151, otro inhibidor de LRRK2 sigue en proceso en
un ensayo en fase [11°>%8,

43



AUMENTO DE LA ACTIVIDAD DE GBA. Incrementar la actividad de GBA podria mejorar la
degradacion de a-sinucleina en las neuronas. Se han considerado como posibles estrategias
terapéuticas para la EP suministrar GBA o mejorar selectivamente su funcion mediante
activadores funcionales de la enzima o chaperonas moleculares como ambroxol que
estabilizan su estructura. No se ha descrito su eficacia clinica todavia, pero hay un ensayo
clinico con ambroxol en la enfermedad de Parkinson en desarrollo. Otras chaperonas como
LTI-291 y AT3375 se estan desarrollando tanto para la enfermedad de Gaucher como para la
enfermedad de Parkinson. Dado que no todos los pacientes con mutaciones en GBA
desarrollan parkinsonismo, habria que realizar una seleccién exhaustiva a la hora de los
futuros ensayos clinicos°9-101,

AUTOFAGIA. Otra via terapéutica consiste en mejorar el flujo autofagico. En este sentido se
ha evaluado la inhibicidn de la serina-treonina proteina quinasa mTOR con rapamicina. Sin
embargo, esta estrategia puede ser contraproducente si el defecto principal esta en la via de
la fusion de autofagosomas con lisosomas!>>102,

ESTABILIZACION DEL RETROMERO. El aumento de la actividad del retrémero podria ser una
via terapéutica prometedoral. Al igual que para la enfermedad de Alzheimer, se podria
utilizar la estabilizacion e incremento de los niveles del retrémero en la enfermedad de
Parkinson asociada a LRRK2. Se ha comprobado que el incremento de la funcion del retrémero
puede suprimir la toxicidad de mutaciones de LRRK2 o la sobreexpresién de a-sinucleina. Esto
supone una posible via terapéutica. Ademas, la sobreexpresion de VPS35 en modelos
animales rescata los efectos neurotdxicos de estas vias patoldgicasi**. Sin embargo, la
sobreexpresién también se ha visto que puede ser tdxica en las neuronas corticales primarias
en los modelos con ratones, por lo que el nivel de expresion del retromero tiene que estar
muy controlado y regulado’®1%,

6. CONCLUSIONES

Las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson son
enfermedades complejas y multifactoriales. Por ello las terapias para combatir estas
patologias deben incluir multiples vias de accién en lugar de una unica. En ambas
enfermedades, variantes de los genes relacionados con el tréfico intracelular se encuentran
entre los principales riesgos genéticos de desarrollar estas patologias. Estudios de
investigacion realizados en modelos experimentales han demostrado la relacidn de defectos
en el tréfico intracelular con las caracteristicas neuropatolégicas de estas enfermedades. En
los ultimos afos se han obtenido resultados prometedores que apuntan a que la modulacién
del trafico intracelular hacia los lisosomas, autofagia o el reciclaje endosomal reducen la
formacién de placas de B-amiloide y fibrillas de a-sinucleina. Por ello, el trafico intracelular se
ha convertido en una nueva diana terapéutica que todavia no ha sido explorada y que podria
combinarse con otras aproximaciones terapéuticas para lograr inhibir o atenuar la progresién
patoldgica de enfermedades neurodegenerativas.
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