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Resumen

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad autosémica dominante que se caracteriza por un
deterioro neuroldgico progresivo. Es uno de los trastornos hereditarios monogénicos mas comunes en
paises occidentales, y el tiempo de supervivencia medio es de 15-20 afos tras la manifestacion de los
primeros sintomas [1]. Actualmente no se ha desarrollado ningun farmaco que permita la remision de Ila
enfermedad, solo existen tratamientos paliativos. La fisiopatologia de esta enfermedad se caracteriza por
la acumulacion de mas de 35 repeticiones de trinucledtidos CAG (cola poliQ) en el gen que codifica para
la proteina huntingtina (Htt). La presencia de Htt mutada da lugar a la acumulacion de agregados
intracelulares toxicos y a la alteracion de diferentes procesos celulares: desregulacion de la expresion
génica, alteraciéon de la degradacion y el plegamiento de proteinas, interrupcion de la sefalizaciéon
sinaptica y alteracién del metabolismo energético, donde tiene un papel importante el receptor nuclear
PPARYy [2]. En base a estos procesos, sugerimos dos dianas moleculares que aparecen principalmente
alteradas en EH: Htt y PPARYy. Existen farmacos antidiabéticos agonistas de PPARy que han demostrado
efectos neuroprotectores en modelos experimentales de EH, como la Rosiglitazona, retirado por
cardiotoxicidad [3]. Por tanto, proponemos iniciar una busqueda de agonistas de PPARy mediante la
obtencion de una coleccién de nuevas moléculas y la sintesis de compuestos derivados de la
Rosiglitazona, con el fin de disminuir su cardiotoxicidad. Estas moléculas se someterian a un cribado de
alto rendimiento mediante dos ensayos in vitro: uno de activacién de PPARYy, y otro de paso de barrera
hematoencefalica. Por ultimo, habria que realizar ensayos preclinicos adicionales para determinar la
eficacia y los posibles efectos secundarios de los farmacos seleccionados.
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Introduccién

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad autosémica dominante y se caracteriza por un
deterioro neuroldgico progresivo con trastornos motores, cognitivos y psiquiatricos asociados [1]. Aunque
la EH se considera una enfermedad rara, es uno de los trastornos hereditarios monogénicos mas comunes.
Se estima que afecta a 5 - 7 de cada 100.000 personas en paises europeos occidentales, aunque la
prevalencia es menor en otros paises orientales y grupos raciales. La enfermedad afecta a hombres y
mujeres por igual. Ademas, cabe destacar que la sintomatologia no se manifiesta hasta los 30 - 45 afios de
edad [2] y que el tiempo de supervivencia medio de los pacientes es de 15 - 20 afios tras la manifestacion
de los primeros sintomas [3].

El diagnéstico clinico de la EH es complicado. Normalmente se lleva a cabo un analisis genético para
determinar si el paciente porta el gen mutado y, con ello, la predisposicion de individuos asintomaticos a
padecer dicha enfermedad. Sin embargo; la naturaleza inestable de la mutacién, la falta de tratamientos
efectivos, la edad media de inicio de la enfermedad y la existencia de trastornos con la misma
presentacion clinica, pero diferente etiologia, complican las pruebas diagndsticas [2].

En funcion de la sintomatologia, la EH se puede dividir en varias etapas. La etapa inicial se caracteriza
por fallos sutiles en la coordinacion, trastornos motores leves y cambios en la personalidad y humor. La
etapa intermedia comprende trastornos motores que causan trastornos funcionales. En estadios avanzados
de la enfermedad, la corea empeora, afectando al equilibrio y movimientos voluntarios [4]. No obstante,
en cualquiera de las etapas, la sintomatologia puede agravarse por la pérdida de peso y de musculo
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esquelético que suelen suftrir estos pacientes. Esta pérdida de peso puede llegar a ser una complicacion
importante que debe ser contrarrestada mediante el ajuste de la dieta [5].

En este trabajo se destacan los recientes avances en la investigacion de la EH, y se proponen nuevos
ensayos de busqueda y seleccion de compuestos para el tratamiento farmacoldgico de esta patologia.

Fisiopatologia

Tradicionalmente, la EH se ha definido como una condiciéon causada por la neurodegeneracion selectiva
de los ganglios basales, principalmente en la region del cuerpo estriado, y la corteza cerebral [6], aunque
estos procesos patogénicos pueden ocurrir en todo el sistema nervioso central [7].

La EH esta causada por la acumulacion un determinado niimero de repeticiones del trinucle6tido CAG en
el exon 1 del gen IT15, que codifica para la proteina huntingtina (Htt), localizado en el brazo corto del
cromosoma 4 [1]. Este gen se expresa abundantemente en el cerebro y su producto resulta necesario para
que se completen con normalidad las primeras fases del desarrollo embrionario y el proceso de la
neurogénesis, para el trafico vesicular axonal, la regulacion de la expresion génica y la supervivencia
celular [8].

Las repeticiones del trinucle6tido CAG se traducen a una serie de residuos de glutamina consecutivos
dando lugar a un tramo de poliglutamina (poliQ) en el extremo amino de la proteina Htt. En los
individuos sanos, el nimero de repeticiones del trinucleétido CAG es menor de 35, mientras que, si el
numero de repeticiones es superior a 40 CAG, los individuos desarrollan la enfermedad dentro de la vida
humana tipica. Por otra parte, si el numero de repeticiones oscila entre 36-39 CAG, la penetrancia se
reduce pudiendo no manifestarse como una enfermedad clinica [9, 10].

El exceso de poliQ en la huntingtina mutada (mHtt) induce cambios conformacionales en la Htt,
formando agregados intracelulares. Se ha demostrado que la activacion de las caspasas 3 y 6 promueven
la proteolisis del extremo N-terminal de la proteina Htt lo que genera fragmentos toxicos y la formacion
de agregados que son resistentes a los procesos normales de recambio proteico, culminando en toxicidad
celular y neurodegeneracion [11]. La formacion de los agregados promueve a la vez la activacion de otras
proteasas de cisteina como la calpaina, que proteolizan la mHtt aumentando los niveles de agregacion.
Tras los cortes de estas proteasas se generan dos fragmentos Cp-A y Cp-B, siendo el Cp-A el que migra
hacia el nucleo de la célula y forma ahi los agregados nucleares, y el Cp-B permanece en el citoplasma
donde forma los agregados citoplasmaticos [12]. Ademas, los agregados de mHtt extracelulares pueden
ser internalizados por las células, lo que plantea la posibilidad de propagacion de mHtt entre las células y
las regiones durante la progresion de la enfermedad [1].

Procesos celulares alterados

La presencia de mHtt, que da lugar a la acumulacion de agregados intracelulares téxicos, provoca, en
ultima instancia, la alteracion de diferentes procesos celulares. Sin embargo, a pesar de conocer la base
genética de la EH, todavia se estan dilucidando las vias fisiopatologicas que conducen a la disfuncion
celular y la pérdida de neuronas.

Alteracion de la neurotransmision

La alteracion de la actividad neuronal es el principal proceso que conlleva el deterioro cognitivo y fisico
de los enfermos de EH. La mHtt afecta drasticamente a la liberacion de neurotransmisores al espacio
sinaptico. El glutamato, principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central, es liberado de
forma descontrolada en esta patologia. De forma fisioldgica, la unidén de este neurotransmisor con el
Receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR) en la neurona post-sinaptica, es transitoria. Sin embargo, un
exceso de glutamato extracelular puede conducir a la estimulacion continua de NMDAR. El aumento de
actividad de los NMDAR permite la entrada exacerbada de calcio [13].

Ademas, el glutamato estimula la activacion de la via de la fosfolipasa C (PLC). La PLC participa en la
generacion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 es soluble y se difunde por el citosol
para interactuar con receptores especificos de IP3; (IP3R) en la membrana del reticulo endoplasmico (RE).
Esta interaccion causa la liberacion de Ca®* al citosol, incrementando su concentracion intracelular. La
mHLtt, interaccionando con los IP;R, potencia la salida de Ca®" del RE.

La entrada exacerbada de Ca?* via NMDAR vy la salida de Ca?>" del RE conducen a la acumulacion
anomala de Ca?" intracelular (Figura 1A). Este fenomeno, denominado excitotoxicidad, desencadena la
activacion de caspasas, lo que culmina en la apoptosis neuronal [1, 13].
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Figura 1.- Procesos celulares alterados en la enfermedad de Huntington (EH). Los agregados de mHtt
intracelulares dan lugar a la alteracion de diferentes procesos celulares. Representamos de forma
simplificada una visién panoramica de las vias patogénicas de la EH, en concreto la alteracion de la
neurotransmision (A), la alteracion del plegamiento y degradacion de las proteinas (B), la
desregulacion del metabolismo energético (C) y la desregulacion transcripcional (D). A pesar de que
las representaciones son individuales, realmente la alteracion de los procesos es un fendomeno
complejo en el que todas las vias estan interrelacionadas.

Alteracion del plegamiento y degradacion de las proteinas

La funciéon celular estd dictada en ultima instancia por las propiedades funcionales del proteoma, el
conjunto de proteinas expresadas en la célula bajo condiciones y etapas de desarrollo especificas. En los
ultimos afios se han estado realizando analisis protedmicos de la red de interacciones proteina-proteina
(interactoma) de la mHtt, que han demostrado que multiples familias de chaperonas como Hsp90, TRiC,
Hsp70 y DNAJ estan asociadas con mHtt [14]. Estas observaciones sugieren que la sobreexpresion de las
vias reguladoras de chaperonas podria suprimir la toxicidad por mHtt, reduciendo la formaciéon de
agregados y promoviendo la degradacion de mHtt [15].

El sistema ubiquitin proteosoma ha sido recientemente foco de estudios en la EH debido a que los
agregados de mHtt se identificaron como ubiquitin-positivos, es decir, que producen una acumulacion de
cadenas de ubiquitina en el tejido cerebral [16]. Sin embargo, el mecanismo por el cual la mHtt causa la
alteracion del proteosoma es atn desconocida. Los estudios sugieren que es la desorganizacion de la red
de homeostasis de proteinas, a causa de la mHtt, lo que da lugar a una acumulacion de proteinas mal
plegadas que sobrecargan el proteosoma (Figura 1B). Debido a que la modificacion de proteinas por
poliubiquitinacion regula muchos procesos celulares esenciales como la degradacion proteica, ciclo
celular y transcripcion, es posible que la acumulacion de cadenas de ubiquitina tenga graves
consecuencias en la funcion y supervivencia neuronal [17].

Por otro lado, la mHtt también tiene efectos sobre la autofagia. Mientras que la formacion del
autofagosoma y la fusion de los lisosomas no parecen verse afectados por la mHtt, la captura del material
citoplasmatico (cargo) por los autofagosomas se ha visto alterada, posiblemente debido a interacciones
entre las cadenas de poliubiquitina de las proteinas y mHtt. Las células que presentan una alteracion de la
autofagia no pueden despejar los agregados, lo que provoca dafio y muerte neuronal [18].

Alteracion del metabolismo energético

Los defectos en el metabolismo energético son debidos a la acumulacion de mHtt. Esta proteina conduce
al deterioro de la cadena de transporte de electrones, lo que da lugar a una disminucion en la produccion
de energia y a un aumento de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) [1].



Por otro lado, la mHtt bloquea el trafico mitocondrial a lo largo de los axones, tanto retrogrado como
anterogrado, dando lugar a una desregulacion en la homeostasis. Ademas, la mHtt también es la causante
de fenomenos como la fragmentacion temprana de las mitocondrias y la incorrecta biogénesis de las
mismas (Figura 1C). De hecho, la mHtt reduce los niveles de genes importantes en la regulacion de la
biogénesis mitocondrial, tales como el receptor activado por proliferadores de peroxisomas y (PPARY) y
su coactivador 1-a (PGCla). Todos estos procesos promueven el fenotipo de la patologia [19-23].

Alteracion transcripcional

La desregulacion de la expresion génica es un fendomeno clave en la EH. La mHtt interacttia y
desensambla los componentes principales de la maquinaria transcripcional, impidiendo la accesibilidad al
promotor y el reclutamiento de la RNA polimerasa II (Figura 1D) [24]. En esta patologia, los niveles de
expresion de genes implicados en diferenciacion neuronal, supervivencia neuronal, neurotransmision y
homeostasis se ven reducidos [25].

En la EH hay una reduccion especial de los niveles de expresion de PPARy. Este dato podria ser
interesante de abarcar puesto que PPARy esta implicado en la regulacion de genes relacionados con el
metabolismo energético. Ademas, PPARy no so6lo se localiza a nivel cerebral, sino también en tejidos
periféricos, lo cual podria explicar la fatiga cronica caracteristica de los enfermos y los modelos murinos
que padecen la enfermedad [25].

Por otro lado, en la EH no solo hay una alteracion a nivel transcripcional, sino que las alteraciones
epigenéticas también estan implicadas en la progresion de la enfermedad. Esto tiene como resultado una
degeneracion de las neuronas. Sin embargo, el mecanismo por el cual la alteracion epigenética lleva a una
alteracion transcripcional no esta del todo claro [26].

Diana terapéutica

A la vista de los procesos celulares alterados y de los tratamientos que existen actualmente para la EH, se
proponen como posibles dianas terapéuticas dos moléculas que aparecen implicadas en la patogénesis de
la EH. La primera de ellas es la Htt, debido a que la presencia de agregados de mHtt da origen a la
alteracion de la mayoria de procesos celulares. La segunda es el receptor nuclear PPARY, que posee un
papel neuroprotector importante y que se ve implicado en la disfuncién mitocondrial. No obstante; antes
de elegir una diana terapéutica, se procede a realizar una breve revision de los tratamientos actuales y de
aquellos en desarrollo para determinar qué molécula candidata es la mejor diana farmacologica para el
tratamiento de la EH.

Tratamientos farmacoldgicos actuales y en desarrollo

Aunque se trata de una enfermedad monogénica, la EH presenta una fisiopatologia compleja. Por este
motivo, a dia de hoy no se ha desarrollado ningtin firmaco que permita la remisiéon completa o parcial de
la enfermedad, sino que tan sélo existen medicamentos paliativos para controlar algunos de los sintomas
[10]. Los sintomas motores son tratados mediante la administracion de compuestos dirigidos a la
sefializacion por glutamato, como la Amantidina y la Lamotrigina, y a la sefializacion colinérgica, como
la Rivastigmina. Ademas, también es necesario el tratamiento del deterioro cognitivo para lo que se
emplean benzodiacepinas [10].

Actualmente se estan investigando como posibles vias de intervencion de la enfermedad, entre otras
estrategias, la terapia génica dirigida contra la mHtt y el abordaje farmacoldgico de la disfuncion
mitocondrial. El abordaje farmacoldgico frente a la mHtt se hace practicamente inviable, puesto que el
gen que la codifica sufre una pérdida y ganancia de funcion [27]. Sin embargo, la terapia génica se ha
convertido en una alternativa prometedora. Asi, varios estudios han demostrado la eficacia y seguridad
del tratamiento de la EH mediante silenciamiento génico de mHtt empleando virus adenoasociados
(AAV) [27, 28].

Por otro lado, para el tratamiento de la disfuncion mitocondrial se ha probado la Rosiglitazona, un
compuesto perteneciente al grupo de farmacos de las tiazolidinedionas (TZDs), como agonista especifico
de PPARy. Este farmaco ya habia sido previamente desarrollado para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo II (DMT?2) por sus efectos hipoglucemiantes en diversos tejidos, aunque tuvo que retirarse
del mercado debido a los graves problemas de cardiotoxicidad que presentaba en algunos pacientes [10].
Mas tarde, ciertos experimentos in vifro en células de neuroblastoma de raton Neuro2a (N2A) han
demostrado que la Rosiglitazona provoca una reduccidon del numero de agregados de mHtt y tiene un
efecto protector frente a la disfuncion mitocondrial [29]. Esto puede deberse a que, segun se ha visto en
otros estudios [30], la activacion de PPARy por la Rosiglitazona podria estimular la expresion de
proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 y prevenir la muerte neuronal debido al estrés oxidativo. Ademas,
ensayos in vivo con modelos murinos de la EH, también han dado a conocer que el tratamiento con
Rosiglitazona aumenta la expresion de PPARy y normaliza la expresion de genes regulados por este



receptor nuclear (incluyendo factores transcripcionales, como PGC-1a, y distintos genes implicados en la
funcion mitocondrial) [31-33].

Seleccion de la diana terapéutica

La mHtt es el principal agente etioldgico de la EH y una excelente diana para la terapia génica [27], sin
embargo; es inviable de abordar desde un punto de vista farmacologico. Por el contrario, el factor de
transcripcion PPARy presenta amplias actividades bioldgicas que han sido respaldadas por multiples
estudios [30-33], ademas de haber sido considerado una diana validada desde el punto de vista clinico
[10]. Esto hace que PPARYy pueda ser tenido en cuenta como una diana farmacologica valida para la
busqueda y el desarrollo de farmacos para la EH.

Desarrollo de los ensayos HTS

En primer lugar, se pretende obtener una coleccion de compuestos mediante el uso de programas de
disefio estructural de novo y técnicas de sintesis de quimica médica. A su vez, dado que la Rosiglitazona
tiene potente actividad como agonista de PPARY, se plantea iniciar una sintesis de compuestos derivados
de su estructura, con el fin de mejorar algunas de sus propiedades farmacologicas y disminuir la
cardiotoxicidad. De esta quimioteca de potenciales agonistas de PPARy se seleccionaran aquellos
compuestos que consigan activar la diana de interés. Para ello, se ha disefiado un ensayo de cribado de
farmacos de alto rendimiento, o high throughput screening (HTS), in vitro.

Ensayo de activacién de PPARy

Para detectar la activacion de PPARYy, se plantea un ensayo de bioluminiscencia con un gen reportero.
Para la realizacion de este experimento, se emplearia la linea celular N2A, una linea establecida de
neuronas de rapido crecimiento. Estas células serian transfectadas con un vector que contendria los genes
de PPARYy (PPARG) y del receptor RXRa (RXRA) con el que heterodimerizaria [34]. Estos genes se
encontrarian regulados por un promotor inducible por ponasterona A (PonA). El vector plasmidico
también contendria un gen de seleccion de resistencia a blasticidina (BSD) [35], y el gen de la luciferasa
(luc) de Photinus pyralis regulado por un promotor con un elemento de respuesta a PPARy (PPRE)
(Figura 2A).
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Figura 2.- Vectores plasmidicos empleados en el ensayo HTS de activacion de PPARy. El plasmido
HTS (A) contiene un origen de replicacion en células de mamifero (Ori SV40), un origen de
replicacion en E. coli (Ori pUC), un gen de resistencia a blasticidina (BSD), el gen de la luciferasa de
Photinus pyralis (luc) regulado por un promotor con un elemento de respuesta a PPARy (PPRE), y
los genes de PPARy (PPARG) y RXRa (RXRA) regulados por un promotor inducible por ponasterona
A (PonA). El vector control (B) se compone de los mismos elementos, exceptuando los genes PPARG
y RXRA, y el promotor PonA.

Una vez que se consigan lineas celulares estables transfectadas con el vector, se procede a cambiarles el
medio de cultivo a uno suplementado con D-luciferina, el sustrato de la luciferasa. Después se afiadiria
PonA, para inducir la expresion de los receptores nucleares PPARy y RXRa, y cada uno de los
compuestos disefiados. De esta forma, si hay un agonista de PPARy presente en el medio, este podria
inducir la expresion de luciferasa. Esta ultima podria ser detectada y cuantificada mediante una reaccion
de oxidacion de D-luciferina a oxiluciferina, emitiéndose bioluminiscencia (Figura 3).

Como control negativo de transfeccion, se emplearia un vector plasmidico que contuviera tan sélo el gen
BSD y el gen luc regulado por el promotor con el elemento PPRE (Figura 2B). De este modo, se podria
determinar si la emision de luz se debe tan sélo a la activaciéon de PPARY o también a otros factores. En
base a los resultados positivos obtenidos de este ensayo HTS, se seleccionarian aquellos compuestos que
fueran agonistas de PPARY para continuar con los experimentos.
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Figura 3.- Reaccion de bioluminiscencia catalizada por la luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis).

Cribado y seleccion de compuestos cabeza de serie

A continuacioén, basdndonos en informacién de bases de datos y de la estructura molecular de los
compuestos seleccionados, se desestimarian aquellos que puedan tener dificultades para atravesar las
membranas celulares por su composicion hidrofobica y sus constituyentes, los que sean demasiado
promiscuos en su interaccion molecular y los que sean demasiado pesados.

Aquellos compuestos que no sean descartados, serian los cabezas de serie, a partir de los cuales se
podrian obtener compuestos derivados con distintas propiedades farmacoldgicas y toxicologicas. Seria
necesario examinar cada uno de estos derivados quimicos para determinar si tendrian mayor o menor
eficacia, potencia, especificidad y toxicidad, y descartar aquellos que no sean interesantes desde un punto
de vista farmacolégico.

Ensayo in vitro de penetracion de la barrera hematoencefalica

Para determinar si los compuestos seleccionados en el ensayo HTS previamente descrito pueden atravesar
la barrera hematoencefalica (BHE) se podria realizar un segundo ensayo in vitro previamente validado
por otros trabajos [36, 37]. Para la automatizacion y estandarizacion de las condiciones experimentales de
este ensayo, se emplearian kits comerciales de modelos in vitro de BHE (BBB Kit, Pharmaco-cell
Company Ltd., Japon) (Figura 4), que consisten en un co-cultivo triple de células endoteliales, pericitos y
astrocitos perivasculares (EPA) de rata Wistar, y presentan mayor resistencia eléctrica transendotelial
(menor permeabilidad).
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Figura 4.- Modelo in vitro tipo EPA que reproduce las caracteristicas anatomicas y fisioldgicas reales
de la BHE. Cada pocillo de la placa estd estructurado en dos compartimentos, separados por una
membrana semipermeable. El lado superior representa el “compartimento sanguineo”, mientras que el
inferior simula el “compartimento cerebral”. Se haria crecer una monocapa de células endoteliales en
el lado sanguineo de la membrana y una monocapa de pericitos en el lado cerebral, mientras que en el
fondo del compartimento inferior se haria crecer una monocapa de astrocitos perivasculares.

Asi, si se aplica una dosis concreta de cada compuesto en los compartimentos superiores de los pocillos y
se deja transcurrir un tiempo determinado, algunos de los farmacos habrian podido atravesar la BHE,
mientras que otros no. Para saber cudles si atraviesan la BHE, se tomaria una muestra del medio del
compartimento inferior, se suministraria al medio de cultivo de las células N2A transfectadas en el ensayo
HTS anterior y se analizaria la emision de luz. La bioluminiscencia, en este caso, implicaria que en la
muestra tomada estaria presente el farmaco y que, por lo tanto, este podria atravesar la BHE.

Perspectivas futuras

Tras obtener una serie de agonistas de PPARy con capacidad de atravesar la BHE, queda determinar en
ellos otros parametros en ensayos pre-clinicos: eficacia, farmacocinética, farmacodinamia, y toxicidad. En
este estudio se realizan una serie de propuestas de posibles ensayos a tener en cuenta para analizar estos
aspectos de cada uno de los farmacos durante la fase pre-clinica.



También hay que tener en cuenta que PPARY no es un receptor nuclear exclusivo de tejido nervioso, sino
que se localiza de forma ubicua en todo el organismo. Es por eso que una potenciacion de su activacion
en otros tejidos podria entrafiar efectos indeseables para la salud de los voluntarios y pacientes durante los
ensayos clinicos o a largo plazo, tras la aprobacion y comercializaciéon del medicamento. Por ello, se ha
visto conveniente recopilar los efectos secundarios mas severos, para poder disefiar y seleccionar los
farmacos con objeto de prevenirlos.

Propuestas para ensayos pre-clinicos

Para determinar la eficacia mediante ensayos in vitro, se podrian medir los cambios en los niveles de
agregados de mHtt en células N2A tras ser tratadas con distintos farmacos, del mismo modo que se ha
hecho en otros trabajos [29]. Para ello, las células se transfectarian con un vector plasmidico que exprese
una proteina de fusion Htt-(Q)100 - GFP. Mas tarde, las células transfectadas se tratarian con los agonistas
de PPARY y se analizarian los posibles cambios que afectasen al numero y tamafio de agregados de mHtt
por microscopia de fluorescencia. Como control negativo del experimento, se realizaria una transfeccion
con un vector que exprese una proteina de fusion Htt-(Q)»s - GFP ya que, al no tener tantas repeticiones
de poliQ, se esperaria que no se formasen agregados.

Otra alternativa a tener en cuenta es medir los niveles de diferentes moléculas que se ven alteradas
durante el transcurso de la EH, como pueden ser los niveles de ATP, de Ca2+ citosélico y mitocondrial, y
de ROS, para comprobar de qué manera se ven afectados tras la administracion de los diferentes
compuestos de interés. Para determinar los niveles de ATP se puede utilizar un ensayo de ATP comercial
basado en la actividad luciferina/luciferasa (Promega, Madison, WI, EE.UU.). Los niveles de ATP se
normalizan en base al contenido de proteina en las muestras [29]. Para determinar los niveles de Ca?*
citosdlico y mitocondrial, se realizarian dos ensayos de fluorescencia con una sonda que detectaria los
cambios de los niveles de Ca?" citosélico (Fluo-3) y otra para determinar la concentracién de Ca”
mitocondrial (Rhod-2) [38]. Por tltimo, la medicion de los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS) intracelulares se podria llevar a cabo mediante citometria de flujo utilizando la sonda fluorescente
diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA) [39].

Para determinar si los compuestos de interés tienen posibles efectos citotoxicos sobre las lineas celulares
se podrian realizar ensayos colorimétricos de viabilidad celular, como el de reduccion del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo (MTT) y el de medida de la actividad de lactato deshidrogenasa
(LDH) [29]. Ademas, los compuestos también deberian someterse a otras pruebas de toxicidad in vivo:
toxicidad genética, teratogénesis, tumorogénesis, cardiotoxicidad, toxicidad hepatica, etc. [40].

Para la realizacion de los ensayos in vivo, existen modelos murinos que reproducen la fisiopatologia de la
EH (R6/1 y R6/2), y que expresan en el exén 1 del gen humano H7T 115 y 150 repeticiones de CAG,
respectivamente [41]. Con estos modelos, puede ser conveniente realizar un seguimiento y estudio de las
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los distintos agonistas seleccionados, realizar
pruebas para comprobar si hay mejoria o empeoramiento cognitivo y motor en los modelos animales, y
observar si se producen cambios debidos al tratamiento en su histologia cerebral.

Posibles reacciones adversas a los farmacos

Los farmacos agonistas de PPARy, como aquellos de la familia de las TZDs pueden provocar desde
efectos secundarios inocuos hasta reacciones adversas de gravedad. En este caso, se recogeran aquellas de
caracter mas severo. De entre los efectos adversos esperables se encuentra la obesidad, la retencion de
liquidos, los problemas cardiacos, la pérdida de masa 6sea y la hipoglucemia [42, 43].

La ganancia de peso se atribuye fundamentalmente a la retencion de liquidos y a la activacion de PPARy
en el tejido adiposo subcutaneo, donde aumenta la captacion y el almacenamiento de grasas [39]. Sin
embargo, varios estudios han demostrado que la activacion de PPARy en hipotdlamo podria estar
directamente implicada en la resistencia a leptina, una adipoquina anorexigénica, lo cual estimularia los
procesos de hiperfagia y obesidad [44, 45].

La retencion de liquidos viene dada por una reabsorcion de agua y sodio alterada en el tibulo colector del
rifiéon [46]. Reducir este efecto podria disminuir el riesgo de sufrir reacciones adversas mas severas de
tipo cardiovascular, como podria ser la insuficiencia cardiaca. Aun asi, hay estudios que demuestran que
farmacos como la Rosiglitazona pueden generar cardiotoxicidad por mecanismos independientes a la
activacion de PPARy, fundamentalmente por estrés oxidativo [47, 48].

Otro efecto adverso, como consecuencia de la sobreactivacion de PPARY, seria un aumento del riesgo de
sufrir fracturas o6seas [38], ya que se ha demostrado que PPARy participa en la inhibicion de la
diferenciacion de osteoblastos y de la formacion del hueso [49], mientras que promueve la diferenciacion
de osteoclastos y la reabsorcion dsea [50].

Por ultimo y no menos importante, cabe destacar que las TZDs se han empleado tipicamente en el
tratamiento de la DMT2, debido a que potencian la sensibilidad a la sefializacion por insulina en tejidos



como higado, musculos y tejido adiposo [43]. En pacientes diabéticos no es habitual que experimenten
hipoglucemia bajo tratamiento con un antidiabético de este tipo, aunque podria haber alguna pequeia
fraccion de personas que si desarrollen hipoglucemia [51]. Sin embargo, en pacientes que no padecen
DMT?2 es esperable que un farmaco de estas caracteristicas pueda provocar hipoglucemia con una
frecuencia mucho mayor.

Conclusiones

El receptor nuclear PPARY puede ser una potencial diana terapéutica para el tratamiento de la EH, debido
a sus efectos neuroprotectores.

Con el objetivo de desarrollar un farmaco que actie sobre PPARY, habria que iniciar ensayos HTS como
los que se proponen en este trabajo para realizar una busqueda y seleccion automatizada de compuestos
agonistas. Asi mismo, es necesario realizar mas estudios para analizar la eficacia farmacologica, los
parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos, la toxicidad o las posibles estrategias de
administracion, con el fin de desarrollar un compuesto que sea seguro y eficaz.
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