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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas son una de las principales causas que afectan a la sociedad a
nivel global. Estan inducidas por distintos factores, pero se asocian principalmente al envejecimiento,
como consecuencia del aumento en la esperanza de vida. Son dificiles de pronosticar y tratar siendo
diagnosticadas en etapas avanzadas y los tratamientos disponibles palian los sintomas, pero no frenan su
avance. Se caracterizan por una pérdida progresiva de neuronas en diferentes zonas del sistema
nervioso, desarrollando aquellos pacientes que las padecen distintos sintomas neuropsicoldgicos,
fundamentalmente a nivel cognitivo, emocional y conductual. Algunas de las mas importantes son la
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y esclerosis amiotréfica
lateral. En la busqueda de nuevos farmacos que modifiquen el transcurso de la enfermedad es
fundamental conocer en detalle los aspectos moleculares subyacentes a estas patologias, asi como la
alteracion de las distintas rutas de sefalizacién implicadas. Para ello, es necesario desarrollar modelos in
vitro e in vivo que repliquen lo mas fielmente posible los procesos celulares que acontecen en estas
enfermedades. Este suele ser uno de los problemas principales a los que se enfrenta la investigacion, ya
que muchas de las caracteristicas de estas enfermedades son de dificil reproduccion en modelos
celulares y animales. El presente trabajo pretende realizar una revision bibliografica del estado actual en
investigacion biomédica en el campo de las enfermedades neurodegenerativas, principalmente de la
enfermedad de Alzheimer y de Parkinson con el fin de identificar nuevas dianas terapéuticas implicadas
en inflamacién y neurocitotoxicidad. En estos ultimos afios estd cobrando importancia la investigacion en
el campo de la neurogénesis, con el fin de estimular la formacion de nuevas neuronas. Por ello, este
trabajo pretende identificar nuevas dianas terapéuticas con efecto neuroprotector y antiinflamatorios, que
a su vez puedan tener actividad neurogénica.
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Introduccién

Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas tienen una gran prevalencia a nivel global con una etiologia muy
heterogénea, lo que dificulta la existencia de tratamientos efectivos para combatirlas, y de técnicas
especificas para su deteccion en etapas tempranas [1]. Existen diferentes factores de riesgo que pueden
incentivar y promover su desarrollo, como por ejemplo la edad, siendo el envejecimiento de la poblacion
uno de los principales problemas [2]. Entre las enfermedades neurodegenerativas de mayor incidencia
destacan el Alzheimer, Parkinson, Huntington, y esclerosis amiotrofica lateral. El presente trabajo se
centra en las dos con mayor prevalencia, la enfermedad de Alzheimer y Parkinson.

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad mas comun dentro de las enfermedades
neurodegenerativas, siendo diagnosticada en el 80% de los pacientes con demencia. Afecta mas a mujeres
que a hombres y su incidencia es mayor a partir de los 65 afos. Se caracteriza por su caracter
multifactorial, con factores que intervienen en su desarrollo como los genéticos, el estrés y la edad [3, 4].

En relacion a los marcadores neuropatologicos propios de la enfermedad, los mas importantes son: 1)
acumulacion de ovillos neurofibrilares (NFTs) inducido por la hiperfosforilacion de la proteina tau; 2)
formacion de placas seniles por la agregacion del péptido B-amiloide (AB) y 3) alteracion de la actividad
colinérgica por la muerte de neuronas del hipocampo y la corteza cerebral [1, 4-6]. Como consecuencia se
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producen una serie de sintomas asociados como son el deterioro de la memoria y funciones cognitivas
(lenguaje y capacidad de razonamiento) y alteraciones neuropsiquiatricas (delirios y apatia) que se van
acentuando segun avanza la enfermedad [7]. Los enfermos de Alzheimer pasan por distintas fases en las
que se van acentuando los sintomas. Primero hay una fase asintomatica, seguida por una etapa temprana
caracterizada por problemas en el lenguaje, dificultad en la realizacion de tareas, pérdida leve de memoria
o cierta agresividad. La fase de enfermedad moderada es la etapa media siendo la mas prolongada en el
tiempo y en la que los pacientes padecen cambios de humor, confusion, repeticion de actos y pérdida de
memoria. Finalmente, en la etapa avanzada se acentiia la pérdida de memoria y funciones cognitivas,
necesitando asistencia externa [8].

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun a nivel
mundial, [7, 9]. Actualmente se desconoce la causa que lo origina, aunque las evidencias cientificas
apuntan a una combinacion de factores genéticos y ambientales que podrian causar un dafio oxidativo. Sin
duda, el principal factor de riesgo es la edad, con una incidencia mayor en personas entre 60-65 afios. En
general afecta un 1-2% de la poblacion, méas a hombres que a mujeres [7, 9, 10]. Ademas, en los ultimos
afios cada vez son mas los estudios que sugieren una posible relacion entre el desarrollo del Parkinson y
el intestino [11, 12].

Una de las principales caracteristicas fisiopatologicas de esta enfermedad es la pérdida de neuronas
dopaminérgicas (DAs) en la sustancia negra pars compacta (SNpc) de la region mesencefalica, lo que
provoca un déficit dopaminérgico en la via nigroestriatal [9, 13, 14]. Los sintomas se detectan en etapas
avanzadas cuando se han perdido aproximadamente un 70% de las terminaciones DAs en el cuerpo
estriado y mas de la mitad de las neuronas en SNpc [10, 14]. Las primeras evidencias de esta patologia
son los sintomas motores clinicos como temblores, rigidez, bradiquinesia e inestabilidad postural, entre
otras [15-17]. Los pacientes también pueden desarrollar sintomas no motores relacionados con
alteraciones neuropsiquiatricas como depresion, ansiedad, demencia, confusion, alteraciones en el suefio,
alteraciones cognitivas o pérdida olfativa [16, 18]. Con respecto al desarrollo de EP, se establecieron seis
etapas segun la sintomatologia y el avance de la enfermedad. Etapa 1 de Braak, con dafio en el bulbo y el
nucleo anterior olfatorio. Etapa 2 de Braak, con afectacion del tronco encefalico inferior. En ambas etapas
aparecen alteraciones del olfato, del suefio y del sistema nervioso autébnomo como disfuncion cardiaca
[19], sudoracién anormal y/o alteracion gastrointestinal [20]. En las etapas 3 y 4 de Braak, se repiten los
sintomas motores mencionados anteriormente con mayor afectacion del SN y otros nucleos del cuerpo
estriado. Por ultimo, las etapas 5 y 6 de Braak estan relacionadas con la presencia de cuerpos de Lewy en
estructuras limbicas y neocorteza madura [18]. Al no existir un tratamiento que revierta o detenga el
progreso de la enfermedad, es necesario desarrollar nuevos farmacos que eviten la degeneracion de las
neuronas DAs.

Factores inductores de la neurodegeneracion: neuroinflamacion, neurotoxicidad y estrés
oxidativo.

La caracterizacion de los fendmenos celulares y moleculares asociados al inicio y progreso de estas
enfermedades es primordial para el desarrollo de nuevos tratamientos y terapias efectivas. Muchas de esas
caracteristicas son comunes a las distintas enfermedades, por lo que podrian estar involucradas y alteradas
las mismas rutas de sefializacion. Por ejemplo, en todas ellas se activan procesos de neuroinflamacion,
neurotoxicidad, y estrés oxidativo que van a inducir la muerte de las neuronas. Estas alteraciones estan
relacionadas con la agregacion y mal plegamiento de proteinas, disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo
y del reticulo endoplasmico (RE), alteracion en la homeostasis del calcio intracelular, mecanismos de
autofagia, procesos neuroinflamatorios y deterioro de la neurogénesis (Figura 1) [2, 17].

En EA se produce la formacion de placas seniles, generadas por la agregacion del péptido AP procedente
de la proteolisis del péptido precursor amiloide (APP) llevado a cabo por la enzima [-secretasa [4]. Esta
acumulacion intracelular afecta al correcto funcionamiento de la mitocondria, provocando alteraciones en
el complejo IV de la cadena trasportadora de electrones, lo que conlleva a una disminucion de la
produccion de ATP, que genera un estrés oxidativo como consecuencia de la acumulacion de ROS [6].
También puede afectar a componentes de la membrana celular, en especial a receptores dependientes de
proteina G (GPCR) [21], canales y receptores de calcio (NMDAR, VDCC) que provocan cambios en los
niveles de calcio intracelulares y, por consiguiente, el funcionamiento del reticulo endoplasmico (RE) [2,
22]. El calcio funciona como un segundo mensajero activando y desactivando rutas de sefializacion, por
ejemplo, induce la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) generando sustancias reactivas de
nitrogeno (RNS) que provoca la oxidacion de proteinas, disfuncion mitocondrial, dafo en el DNA,
inflamacion y neurotoxicidad por la generacion de nitritos [2]. Ademas, los depdsitos extracelulares de
AP provocan la activacion de la microglia, promoviendo el desarrollo de la respuesta inmune en el
cerebro, que sintetizan citoquinas proinflamatorias, como interleuquina 1 (IL-1) [2] y afectan al proceso
de neurogénesis [23]. También estd implicado en la activacién de la quinasa glicogeno sintasa 33 (GSK-



3B) que es la principal enzima que interviene en la fosforilacion de tau, que al estar hiperfosforilada
fomenta su agregacion dando lugar a los NFTs, lo cual afecta al transporte axonal anterogrado de
vesiculas a través de los microtubulos [3]. A su vez, también estd implicado en la disfuncion mitocondrial
afectando a la cadena transportadora de electrones [6]. Estas agregaciones de proteinas también van a
comprometer al mecanismo de autofagia, mas concretamente a la mitofagia, afectando a componentes
esenciales como son PINK1 y parkina [4].
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Figura 1.- Esquema de las principales alteraciones a nivel celular observadas en enfermedad de
Alzheimer y de Parkinson. Las caracteristicas fisiopatologicas estan relacionadas con el mal
plegamiento y la agregacion de proteinas que provoca disfuncion mitocondrial, lo que conduce a un
estrés oxidativo por la acumulacion de sustancias reactivas de oxigeno (ROS); alteracion del sistema
ubiquitina/proteasoma (UPS); alteracion en el sistema de sintesis y liberacion de neurotransmisores,
dafio en el ADN; respuesta neuroinflamatoria activandose microglia y astrocitos; alteracion en la
homeostasis del calcio intracelular por estrés del reticulo endoplasmico (RE) y modificacion del
sistema de autofagia. Todos estos procesos favorecen la inflamacion y desencadenan la muerte
neuronal.

La EP se caracteriza por la presencia de plegamientos anémalos de la proteina a-syn que forman cuerpos
de Lewy, como consecuencia de mutaciones en su gen (SNCA) [24]. La a-syn monomérica interviene en
el funcionamiento normal de la mitocondria y lisosomas, transmision sinaptica y neurotransmision. Su
alteracion va a provocar un funcionamiento anémalo de organulos. En primer lugar, SNCA en
conformacion desplegada se ha localizado en el RE bloqueando una chaperona denominada BiP que
participa en la traslocacion de polipéptidos recién sintetizados en el propio RE, facilita el plegamiento de
las proteinas y la degradacion de proteinas mal plegadas, regula la homeostasis del calcio y actiia como
sensor de estrés del RE [25]. Este bloqueo provoca una alteracion en los procesos postraduccionales de
las proteinas [24]. También esta involucrado en la alteracion del sistema ubiquitina/proteosoma (UPS) por
la presencia de agregados pequefos de a-syn (protofibrillas) alterando el comportamiento del proteosoma,
asociado con una deplecion del ATP como consecuencia de un funcionamiento anormal de la mitocondria
[24]. En relacién con el funcionamiento de la mitocondria, se ha visto que SNCA inhibe el complejo I de
la cadena trasportadora de electrones, esto conlleva a una disminucion de la produccion de ATP y genera
un estrés oxidativo por la generacion de ROS [2, 24]. Otro de los procesos mas estudiados es la alteracion
del metabolismo de tirosina, que se transforma en dopamina por la enzima tirosina hidroxilasa (TH). En
EP, disminuye la liberacion de dopamina, ya que SNCA bloquea la TH. Ademas, la muerte neuronal
genera la activacion de células gliales que secretan citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y factor
de necrosis tumoral o (TNFa) [24-27]. Existen otras proteinas que intervienen en la muerte de las
neuronas: parkina, PINK y DJ-1 [1]. Parkina tiene una actividad protectora asociada a la membrana
externa de la mitocondria evitando la salida del citocromo C, activacidon de caspasas y, por consiguiente,
muerte neuronal. En cambio, una mutacioén en el gen provoca alteraciones en las mitocondrias, con un
incremento del estrés oxidativo; en el mecanismo de UPS, que modifica la acciéon de la enzima ubiquitina
ligasa afectando lo que a su vez afecta a la degradacion autofagica de los agregados de a-syn, cuya
alteracion parece estar correlacionado con la mutacion de otro gen, que codifica para la quinasa 2 rica en
repeticiones de leucina (LRRK?2) y PINK1 [1, 24]. Ademas, la exocitosis de las vesiculas que contienen
dopamina se ve comprometida, reduciéndose su contenido en la hendidura sinaptica [24]. Por tltimo, DJ-
1 previene la muerte neuronal como consecuencia de un estrés oxidativo, pero una deplecion de dicha
proteina provoca alteraciones en la morfologia de la mitocondria, incrementando ROS [24, 28], puesto
que se establece una intercomunicacion entre estas proteinas, podrian ser posibles dianas terapéuticas con
efecto neuroprotector.



El envejecimiento conlleva un aumento de moléculas proinflamatorias, disfuncion mitocondrial y estrés
oxidativo, provocando la disminuciéon de la neurogénesis adulta [2, 10]. La neurogénesis es un
mecanismo implicado en plasticidad cerebral, responsable de la formacion de neuronas en dos regiones
especificas del sistema nervioso. Su relevancia funcional en el adulto no esta del todo clara, aunque
podria ser muy importante en procesos cognitivos, de aprendizaje y memoria [29, 30]. Todos los procesos
fisiopatologicos anteriores van a estar relacionados de manera directa o indirecta con su alteracion [2, 10,
15, 31].

Dianas terapéuticas y tratamientos neuroprotectores.

La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la acumulacion o agregacion de
proteinas alteradas a nivel intracelular que conlleva la alteracion de funciones celulares esenciales como
proliferacion, crecimiento, metabolismo y supervivencia. Las principales investigaciones se centran en
disminuir la sintesis de esas proteinas modificando la transcripcion de sus genes o mediante la utilizacion
de RNA de interferencia (iRNA); eliminacion de agregados incentivando los mecanismos de degradacion
por autofagia o a través de la inmunoterapia, y bloquear su transmision celular [2, 24].

Algunos tratamientos para EA se basan en el uso de donepezil, que actian como inhibidor de la
acetilcolinesterasa; y memantina, antagonista de los NMDAR. También tiene relevancia la inmunoterapia
basada en la utilizacién de anticuerpos monoclonales contra los agregados moleculares induciendo la
fagocitosis [2, 32]. Los principales tratamientos para EP estin basados en restitucion dopaminérgica,
enfocada a compensar la pérdida de dopamina en la hendidura sinaptica. Para ello, se administra L-dopa
en combinacion con inhibidores de descarboxilasa, como carbidopa, para evitar la degradacion periférica
de levodopa. L-dopa es un precursor de dopamina que se administra de forma oral. Al producir efectos
secundarios como somnolencia, disquinesia o cambios en el estado de animo [33, 34], puede
administrarse junto con agonistas de dopamina, antagonistas NMDAR, inhibidores de monoamino
oxidasa-B (MAO-B) o inhibidores de catecol-O-metiltransferasa (COMT-I) [24, 33].

Las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson suelen ir acompafiadas de un incremento del estrés
oxidativo por un funcionamiento anomalo de las mitocondrias que conlleva a la acumulacion de ROS.
Una de las posibles estrategias terapéuticas podria basarse en la utilizacion de agentes antioxidantes. Por
ejemplo, la mitoquinona (MitoQ) que tiene actividad antioxidante frente a los compuestos peroxil,
peroxinitrito y superdxido. Su accion provoca una disminucién de la toxicidad y reducciéon de los
marcadores apoptoticos [1, 2, 35]. Otra aproximacion experimental seria la inducciéon de mitofagia y
terapia génica basada en la induccion de la biogénesis mitocondrial. En este apartado juegan un papel
esencial PINK1, parkina y DJ-1 [2, 36]. Existe un factor transcripcional frente a compuestos xenobidticos
y ROS inducido por elementos antioxidantes y electrofilos, denominado factor nuclear E2 (Nrf2), que
participa en la regulacion de la biogénesis de las mitocondrias [35]. Junto con otro componente celular
importante con actividad antioxidante y antinflamatoria denominado Hmox1 que es inducido como
consecuencia de la hipoxia, citoquinas y estrés oxidativo [10]. Ambos componentes pueden ser claves
para la regulacion de la produccion excesiva de ROS.

La activacion de las células gliales produce neuroinflamacion del tejido nervioso debido a la produccion
de factores toxicos y proinflamatorios. Las fosfodiesterasas (PDEs), como PDE7, juegan un papel
fundamental en los procesos proinflamatorios. Se ha estudiado que su silenciamiento tiene accion
neuroprotectora y antiinflamatoria, puesto que aumenta la concentracion de adenosina 3°, 5’-monofosfato
ciclico (cAMP) el cual activa factores de transcripcion, como la proteina de uniéon al elemento de
respuesta de AMPc (CREB) involucrado en supervivencia neuronal y crecimiento axonal [2, 26, 27, 37].
Otro de los mecanismos que protege frente a la inflamacion estd relacionado con la proteina de unién a
CCAAT / Enhancer  (C/EBPp), factor de transcripcion que regula la expresion de genes involucrados en
la expresion de moléculas inflamatorias, como IL-1fB, TNFa y ciclooxigenasa-2 (COX-2). Su
silenciamiento presenta una accion neuroprotectora de las neuronas, y atenuacion de la activacion glial [2,
38].

En los ultimos afos, cada vez tiene mas relevancia la terapia génica. En el caso del Alzheimer estaria
relacionado con aquellos genes que sintetizan la APP y tau, y con proteinas que intervienen en la
biogénesis de las mitocondrias como mitofusina 1 (Mfnl), Mfn2 y OPAL1 [2, 6, 36]. En Parkinson, los
principales genes involucrados son SNCA, parkina, PINK1 y DJ-1, cuya mutacién provocan las
fisiopatologias mencionadas en el apartado anterior. A través de la regulacion de estos genes, se podria
controlar los procesos alterados, pudiendo recuperar la funcion de las neuronas DA dafiadas [36].

Neurogénesis, posible terapia para la sustitucion de neuronas.

En las enfermedades neurodegenerativas se produce muerte neuronal en varias zonas cerebrales [9, 13,
14]. En los tltimos afios cada vez son mas los estudios que buscan tratamientos destinados a estimular los
nichos neurogénicos para asi activar a las células madre neurales y que produzcan nuevas neuronas que
puedan sustituir a las neuronas que mueren como consecuencia de la enfermedad [2, 15, 29]. La



neurogénesis adulta es la generacion de neuronas a partir de precursores neuronales (NPCs). Este proceso
esta restringido a dos zonas especificas del cerebro: la zona subventricular (SVZ) del ventriculo lateral
(Figura 2.A) y la zona subgranular (SGZ) del giro dentado (DG) del hipocampo (Figura 2.B). La
neurogénesis esta regulada por una serie de factores que se encargan del mantenimiento y estimulacion de
la proliferacion de células madre neurales (NSCs), de la determinacion de su destino celular y de
promover su diferenciacion, maduracion y supervivencia, garantizando su integraciéon en los circuitos
cerebrales correspondientes [15, 29]. La neurogénesis puede activarse en determinados procesos
patologicos como lesiones cerebrales, para reparar los tejidos dafiados, ya que a través de sefales
celulares se produce la migracion de los precursores neurales hacia las regiones donde se detecta un dafio
[39, 40]. Este hecho es de gran interés en enfermedades neurodegenerativas, puesto que se han detectado
progenitores neuronales quiescentes en la region periventricular del acueducto tegmental, proximo del
SNpc que podrian tener potencial para generar neuronas dopaminérgicas [10]. En este sentido son muy
importantes las vias de sefializacion celular. Por ejemplo, el nicho neurogénico de la SVZ expresa
receptores DA, por lo que las propias neuronas dopaminérgicas podrian estar participando en la
modulacion de la neurogénesis. Por su parte, las NSCs de la SGZ también reciben inervacion
dopaminérgica que podria estar implicada en el control de la proliferacién y diferenciacion de estas
cé¢lulas madre neurales del hipocampo [10]. De hecho, la destruccién de neuronas dopaminérgicas
mediante agentes citotoxicos como 6-hidroxidopamina (6-OHDA) afecta a la neurogénesis en la SGZ,
permitiendo un cierto control dopaminérgico en la actividad del nicho [41].

Otras vias de regulacion incluyen la activacion de la ruta de sefalizacion Wnt/B-catenina, que participa en
la reparacion y regeneracion de tejidos [9, 10]. Wnt interviene en el desarrollo embrionario de las
neuronas DA, mantenimiento de las células embrionarias, morfogénesis dendritica y homeostasis tisular
en adultos [10]. En su regulacion participa la quinasa glicogeno sintasa-33 (GSK-3f3), muy importante en
la plasticidad neuronal, neurogénesis, apoptosis y supervivencia neuronal [10, 16], regulada a su vez por
la ruta de la enzima quinasa fosfatidilinositido 3 y la proteina quinasa B (PI3K/Akt) [42]. GSK-3p juega
un papel en el mantenimiento y autorrenovacion de los progenitores neuronales en SVZ e hipocampo.
Otro de los componentes que interviene en la regulacion de la ruta Wnt/B-catenina es la proteina Notch
que interviene en el mantenimiento del estado quiescente de NSCs y regula el equilibrio entre la
expansion celular de los progenitores y la diferenciacion de neuronal/glial [16]. De este modo, se
establece una comunicacion cruzada entre Wnt/B-catenina, PI3K/Akt, GSK-3f y Notch manteniéndose la
regulacion de los progenitores neuronales, y, por lo tanto, la neurogénesis [10, 16, 42]. B-catenina tiene la
capacidad de translocarse al nticleo y activar factores de transcripcion como el receptor nuclear 1 (Nurrl)
que interviene en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de NSCs, promoviendo la activacion
de genes de los progenitores dopaminérgicos del mesencéfalo. Se ha visto que la induccion de este factor
tiene efectos neuroprotectores y antiinflamatorios [2, 10]; por lo que, su activacién podria ser clave para
paliar la degradacion de neuronas DA teniendo un efecto triple: neuroprotector, antiinflamatorio y
neurogénico.
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Figura 2.- Nichos neurogénicos en el adulto. A) Region subgranular (SGZ) del hipocampo. Las
células tipo 1 son células madre neurales que se dividen asimétricamente dando lugar a células tipo 2,
que al dividirse originan neuroblastos o células tipo 3, que migran hacia la capa granular (GCL)
donde acabaran madurando e integrandose en los circuitos correspondientes. ML-capa molecular. B)
Region subventricular (SVZ) del ventriculo lateral (LV). Las células tipo B1 son células madre que
dan lugar a las células tipo B2 que generan células amplificadoras transitorias (tipo C) que migran
hacia el bulbo olfatorio para dar lugar a neuroblastos (células tipo A).

Objetivos

En EA y EP se activan los mecanismos inductores de inflamacion y neurotoxicidad que provocan una
muerte progresiva de las neuronas. Ademdas, como consecuencia del envejecimiento, aparece una
disminucioén de la capacidad neurogénica.



El principal objetivo de este trabajo es la identificacion de nuevas dianas celulares que permitan el
desarrollo de nuevos tratamientos frente a la enfermedad de Parkinson. Esos tratamientos van dirigidos a
actuar sobre dos puntos fundamentales que contribuyen al desarrollo de la enfermedad: la inflamacion y
la muerte neuronal. Puesto que EP y EA comparten rasgos comunes, como la extensa neuroinflamacion
del tejido, aquellas dianas celulares implicadas en dicho proceso podrian ser utilizadas en el tratamiento
de ambas patologias. Trabajos previos del laboratorio han demostrado que algunas de las dianas
terapéuticas estudiadas también estimulan la neurogénesis, por lo que dicho aspecto también se incluird
entre los objetivos del trabajo. Para abordar el objetivo principal, se han planteado los siguientes objetivos
especificos: Estudiar en un modelo in vitro de neurodegeneracion dopaminérgica el posible efecto
neuroprotector de un conjunto de firmacos que actian sobre una determinada diana celular; analizar la
accion antiinflamatoria de dichos compuestos en un modelo in vitro de neuroinflamacion; estudiar la
capacidad neurogénica in vitro de aquellos compuestos que hayan resultado tener mayor eficacia
neuroprotectora y antiinflamatoria; y evaluar en un modelo animal de enfermedad de Parkinson aquellos
compuestos que hayan tenido buenos resultados in vitro, con la posible accion neuroprotectora,
antiinflamatoria y neurogénica.

Desarrollo teédrico

Utilizacidon de moléculas con posible actividad neuroprotectora, antiinflamatoria y neurogénica
en modelos in vitro.

En las enfermedades neurodegenerativas se altera el funcionamiento de las mitocondrias provocando un
estrés oxidativo por acumulacion de ROS y la inactivacion e inhibicién de componentes antioxidantes.
Una posible propuesta terapéutica seria el estudio de mecanismos regulatorios de ROS a través de
farmacos antioxidantes que disminuyan el estrés oxidativo en modelos de Alzheimer y Parkinson. A
través de los estudios realizados en este laboratorio en el descubrimiento de genes implicados en la EA y
EP, otra de las ideas planteadas fue la utilizacion de una terapia combinada, con inhibidores de GSK-3[3
que activaria la ruta Wnt/B-catenina implicada en neurogénesis. En este trabajo, las dianas identificadas
que se van a abordar estan relacionadas con mecanismos neuroinflamatorios que producen citotoxicidad y
por tanto contribuyen a la muerte de neuronas. Aunque no esté directamente relacionado, y dada la
experiencia previa del laboratorio, aquellos compuestos que arrojen mejores resultados en los ensayos de
neuroproteccion y antiinflamacion, seran evaluados para determinar una posible accion neurogénica.

El campo de la neurogénesis en enfermedades neurodegenerativas es uno de los mas recientes y
novedosos, puesto que al ser un proceso menos descrito en patologias del sistema nervioso se requiere
mas informacion pudiendo ser utilizado como terapia en la sustitucion de las neuronas dafiadas en el
transcurso de la enfermedad. Por eso, a partir de toda la informacioén analizada y una vez comprobado qué
tratamientos de los estudiados en el punto anterior tienen efecto neuroprotector y antiinflamatorio, se han
propuesto investigar si algunos de esos compuestos pueden intervenir en: modulacion de la actividad de
los nichos neurogénicos en enfermedades neurodegenerativas; estimulacion de poblaciones de células
gliales parcialmente indiferenciadas, para promover su diferenciacion hacia un fenotipo neuronal.

Modelos experimentales para la investigacion de enfermedades neurodegenerativas.

Uno de los principales problemas que presenta el estudio de las enfermedades neurodegenerativas es su
caracterizacion, siendo dificil poder desarrollarlas en modelos celulares y animales, ya que no reproducen
al 100% lo que ocurre en humanos a nivel molecular, celular o sintomatoldgico. A esto hay que sumarle
la falta de herramientas y técnicas para su seguimiento. Por eso es importante seleccionar de manera
correcta el modelo preclinico que se quiere utilizar para poder desarrollar una terapia efectiva que pueda
ser trasladada al ser humano [43]. Los modelos in vitro utilizados se han elegido basandonos en su
capacidad de mimetizar de manera rapida y fiable algunos de los aspectos propios de EA y EP. Ademas,
se trata de modelos celulares de facil manejo, econdmicos y que no estan sujetos a consideraciones éticas.

En primer lugar, los ensayos se llevaran a cabo en lineas celulares establecidas. La linea celular derivada
de glioblastoma SH-SYSY (figura 3.A) se usa frecuentemente en estudios de neurodegeneracion puesto
que mimetizan algunas de las caracteristicas de la EA y EP. Para ello se tratan con un agente neurotoxico,
6-OHDA, que es analogo a la dopamina e inhibe el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial, lo
que conlleva a generar un estrés oxidativo que provoca la muerte de las neuronas [38]. A continuacion,
los ensayos a realizar serian de viabilidad celular que determinaran el porcentaje de muerte celular
mediante un ensayo colorimétrico (MTT) basado en la actividad metabdlica de las células por medio de la
enzima reductasa mitocondrial. El estudio se completard con un andlisis inmunocitoquimico de la
fragmentacion del DNA mediante el ensayo TUNEL y deteccion de proteinas apoptdticas por Western
blot.

Para el estudio de los mecanismos inflamatorios se utilizarian dos lineas celulares. La linea celular IMG
(Figura 3.B) son células inmortalizadas de microglia murina adulta procedentes del aislamiento de
cultivos microgliales primarios infectadas con el retrovirus v-raf/v-myc. Estas células se caracterizan por



expresar marcadores especificos de la microglia como CDI11b, F4/80 [44]. La linea celular IMA 2.1
(figura 3.C) son células inmortalizadas de astrocitos obtenidos de la corteza cerebral de raton adulto
trasnfectadas con el plasmido psV3neo, que expresan CD44 [45]. La estimulacion de procesos
neuroinflamatorios se llevaria a cabo mediante lipopolisacarido bacteriano (LPS), que inducen la
activacion glial y la sintesis de citoquinas proinflamatorias [46]. Se analizara el estado de inflamacion
mediante la medicion de nitritos en el sobrenadante a través del ensayo de Griess [38, 47]; mientras que la
produccion de citoquinas proinflamatorias se determinara por inmunofluorescencia y Western blot.

Para corroborar los resultados de neuroinflamacion obtenidos a partir de las lineas celulares establecidas
se usarian cultivos celulares primarios gliales procedentes de la corteza cerebral de raton o rata, de donde
se aislarian células microgliales (Figura 3.D) y astrogliales (Figura 3.E).

Para el estudio de neurogénesis, se aislaran células madre neurales procedentes de los dos principales
nichos neurogénicos: la region SVZ y SGZ (Figura 2). El objetivo es analizar si los compuestos
seleccionados en la fase anterior (neuroprotectores y antiinflamatorios) pueden modular la actividad de
las células madre neurales, promoviendo su proliferacion, migracion y diferenciacion a neuronas. En ese
caso se estudiard si fomentan la produccion de neuronas colinérgicas (EA) o dopaminérgicas (EP). Se
realizard un andlisis inmunohistoquimico y por Western blot para identificar marcadores de
multipotencialidad como nestina o Sox-2; de proliferaciéon, con marcadores como bromodeoxiuridina
(BrdU) y de ciclo celular, como Ki67 o PCNA; de migracién, con marcadores especificos como
doblecortina (DCX); y de diferenciacion como B-III-tubulina (TuJ-1, neuronas inmaduras) o la proteina
asociada a microtibulos tipo 2 (MAP-2, neuronas maduras). El fenotipo neuronal se analizara mediante
marcadores como tirosina hidroxilasa (TH, neuronas dopaminérgicas) o colina-acetil-transferasa (ChAT,
neuronas colinérgicas) [15].
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Figura 3.- Modelos in vitro de enfermedades neurodegenerativas. El panel superior muestra
imagenes de campo claro. El panel inferior muestra cultivos celulares marcados con anticuerpos
fluorescentes especificos de cada tipo celular y DAPI (azul) o Hoechst (rojo) como marcador nuclear.
A) Linea dopaminérgica humana SH-SYS5Y. El marcador dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH) se
muestra en rojo. B) Linea celular microglial IMG. En rojo se muestra el marcador CD11b. C) Linea
celular astroglial IMA 2.1. En verde se muestra el marcador CD44. D) Cultivos primarios
microgliales. En rojo se muestra la expresion de Iba-1. E) Cultivos primarios astrogliales. La
expresion de GFAP se muestra en rojo. Barra de escala: 100um. Imagenes obtenidas de McCarthy et
al. 2016; Schildknecht et al 2012; Sun et al. 2017; y Morales-Garcia et al. 2019.

Investigacion traslacional en modelos in vivo.

Una vez comprobada nuestra hipotesis en cultivos celulares, se procedera con el estudio in vivo. Los
modelos animales utilizados en el estudio de enfermedades neurodegenerativas no reproducen al 100% lo
que ocurre en humanos. Por eso, es muy importante seleccionar de la mejor manera posible los modelos a
utilizar en el desarrollo de nuevas terapias efectivas para uso humano. El posible efecto neuroprotector,
antiinflamatorio y neurogénico in vivo se podrian abordar en varios modelos animales: modelo agudo, en
el que se induce dafo dopaminérgico a la vez que se administra el tratamiento; modelo agudo, en el que
se induce dafio y al cabo de 72 horas se aplica el tratamiento durante una semana; y modelo cronico, en
el que tras el dafio dopaminérgico, dejando un margen de 2 semanas, se empezaria con el tratamiento. El
primer modelo permitiria evaluar de manera rdpida la efectividad del tratamiento, aunque tiene el
inconveniente de que no se asemeja al desarrollo de la enfermedad en humanos. Los otros dos modelos
mimetizan mejor lo que ocurren en humanos, ya que permiten empezar el tratamiento una vez se ha
desarrollado la enfermedad con un porcentaje relevante de muerte neuronal, equivalente a una fase
avanzada en humanos, en la que ya se ha diagnosticado la enfermedad. También permitiria realizar un
estudio del posible efecto neurogénico del tratamiento, puesto que la migracion de neuroblastos hacia su
destino final y consiguiente maduracion neuronal dura aproximadamente 2 semanas [48].

Para inducir degeneracion dopaminérgica en modelos animales se inyectan dos tipos de toxinas: 1-metil-
4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina (MPTP) y 6-OHDA. MPTP es captado por las células gliales que lo



transforman en 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), siendo transportado a las neuronas DAs. Como
consecuencia se bloquea el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial provocando una
disminucion de la produccion de ATP, genera estrés oxidativo, neuroinflamacion y muerte neuronal. A
partir de estos modelos se pueden desarrollar estudios relacionados con la neurodegeneracion
dopaminérgica, disfunciéon mitocondrial, estrés oxidativo y neuroinflamacién. El compuesto 6-OHDA
produce una degeneracion dopaminérgica inducida por estrés oxidativo, pero no atraviesa la barrera
hematoencefalica, por lo que tiene que ser inyectado intracerebralmente en la SNpc provocando la muerte
neuronal y la transmision del dafio hacia la region estriatal por transporte axonal anterégrado induciendo
un déficit dopaminérgico a las 48-72h; o en el cuerpo estriado, la degeneracion se produce en un sentido
retrogrado hacia la SNpc, viéndose los efectos entre 1 y 3 semanas después [43]. Para inducir
neuroinflamacion se realiza una inyeccion de LPS en la SNpc, activando las células gliales que producen
citoquinas proinflamatorias como IL-1pB, IL-12 y TNFa [31, 46].

Tras la induccion de dafio y posterior tratamiento, los animales serian sometidos a pruebas de
comportamiento que nos permitan evaluar los dafios motores producidos como consecuencia de la
enfermedad. A continuacion, para los estudios del tejido cerebral, los cerebros seran extraidos,
crioprotegidos y congelados hasta su uso. Se realizard un analisis estereoldgico sobre secciones teflidas
con anticuerpos fluorescentes, para evaluar la viabilidad celular dopaminérgica, utilizando anticuerpos
frente a TH; los procesos neuroinflamatorios usando marcadores especificos para microglia, como Iba-1y
astroglia, como GFAP; y para factores neuroinflamatorios. Esas mismas secciones se podra usar para el
estudio de la neurogénesis, estudiando los mismos marcadores como los usados en el estudio in vitro.

Conclusiones

El ambito de estudio de las enfermedades neurodegenerativas es muy amplio y complicado. La
investigacion de este tipo de enfermedades requiere modelos especificos que mimeticen los principales
aspectos patologicos que las caracterizan. Esta revision ha permitido identificar algunas de las dianas
celulares con efecto terapéutico que estan actualmente bajo investigacion. También ha permitido resumir
algunos de los modelos preclinicos utilizados en investigacion de enfermedades neurodegenerativas, lo
que ha supuesto una valiosisima herramienta a la hora de decidir cudles seran los mas adecuados para
iniciar una futura investigacion en el campo, en funcion de los parametros que se quieran analizar.

Las enfermedades neurodegenerativas comparten alteraciones a nivel mitocondrial generando un estrés
oxidativo como consecuencia de la produccion excesiva de ROS, sintesis de citoquinas proinflamatorias
que inducen la activacion de las células gliales provocando neuroinflamacion. Ademas, todos estos
procesos alteran el mecanismo de neurogénesis, propio del envejecimiento, contribuyendo al desarrollo
de la enfermedad. Los tratamientos existentes estan destinados al tratamiento de los sintomas, no
existiendo ninguna terapia que detenga la enfermedad. Las investigaciones actuales tienen como objetivo
la identificacion de nuevas dianas celulares que confieran proteccion a las neuronas, reduciendo ademas
la inflamacion. Datos previos del laboratorio apuntan ademas a un efecto neurogénico de algunas de esas
dianas, que permitirian disefiar farmacos con un triple efecto: neuroprotector, antiinflamatorio y
neurogénico. Teniendo en cuenta que la muerte neuronal, la inflamacion y la alteracion de la neurogénesis
son aspectos comunes a distintas enfermedades neurodegenerativas, algunos de estos posibles
tratamientos podrian servir para el tratamiento de varias patologias.
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