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EDITORIAL

stimados socios, en esta ocasién el Comité Editorial ha
seleccionado cuatro articulos, de entre los excelentes
manuscritos recibidos, que podréis disfrutar al final del
periodo lectivo universitario y cuya tematica va desde
lafisiologia de receptores celulares a la fisiopatologia.

En la primera de las revisiones, el Dr. Andrés Morales y sus
colaboradores describen la modulacién del receptor colinérgico
nicotinico, el miembro mejor caracterizado de la superfamilia de
canales i6nicos activados por ligando, por distintas moléculas de
interés clinico, que inhiben o potencian la funcién del receptor.
Esta revisién pone de manifiesto que el avance en el
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conocimiento de la modulacién alostérica de neurorreceptores
permitira desarrollar nuevas moléculas de interés clinico, que
actlen selectivamente sobre subtipos especificos de
receptores, con mayores margenes terapéuticos de seguridad y
menores efectos secundarios. La segunda revisién nos muestraa
la apelina como una molécula biolégicamente activa con distintas
funciones reguladoras en una gran variedad de sistemas como el
sistema cardiovascular, nervioso o gastrointestinal. El Dr. José
Javier Lopez y sus colaboradores destacan que la apelina es una
prometedora diana terapéutica en casos de trastornos
cardiovasculares, obesidad o diabetes. Relacionado con la
diabetes esta la siguiente revision donde las Dras. Elena Diaz y
Paula Nufez nos muestran los resultados de los estudios mas
recientes acerca del papel de la melatonina en la regulacién de la
glucemiay la prevencién y tratamiento de la diabetes. En tltimo
lugar, el Dr. Fernandez-Espejo nos muestra los Gltimos avances
en el estudio de la a-sinucleina, una proteina de 140 aminoacidos
que se localiza en las neuronas (principalmente en los terminales
presinapticos), liquido cefalorraquideo, espacio extracelular
neuronal y sangre. El depdsito anormal de a-sinucleina es una
caracteristica comiUn de determinadas patologias como la
enfermedad de Parkinson, demencia de cuerpos de Lewy,
atrofia multisistémica y enfermedad de Alzheimer, lo cual pone
de manifiesto el importante papel funcional de esta proteina.
Como todos los afos, espero que disfrutéis de las merecidas
vacaciones estivales con este nuevo numero de la revista
FISIOLOGIA.
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©CARTA DEL PRESIDENTE

ueridos socios, queridos amigos:

"El modelo productivo espafiol se ha agotado, con lo que es necesario impulsar un cambio a través de la apuesta
investigacio innovacié i uir u i imi u

or la investigacién y la innovacién como medios para conseguir una economia basada en el conocimiento que

permita garantizar un crecimiento mas equilibrado, diversificado y sostenible". Con esta declaracién de

intenciones comienza el preambulo a la Ley de la Ciencia, la Tecnologiay la Innovacién aprobada en mayo de 201 |

por el 99% del Congreso de los Diputados y del Senado en lo que fue interpretado por las fuerzas politicas
mayoritarias como un pacto de Estado por la Ciencia. Era motivo de esperanza, incluso en medio de tiempos de crisis y zozobra.

Ahorasélo nos quedalo tltimo.

En mi anterior carta y pese a la situacién alarmante de la ciencia y la educacién en Espafa con una escandalosa caida en la
inversion, quise enviar un mensaje de optimismo con la seguridad de que los cientificos de nuestro pais, y por supuesto los
fisidlogos espanoles, haciendo gala una vez mas de su entusiasmo y capacidad de trabajo, seriamos capaces de convertir la
necesidad en virtud y de seguir haciendo la mejor investigacién en nuestro campo.

Desde entonces, hemos venido observando como ante los actos de movilizacion social, las manifestaciones de multiples
colectivosy las reiteradas peticiones de un pacto por la cienciay la educacién, sélo se ha conseguido el silencio y lainaccién. Enun
acto conjunto respaldado por 53 sociedad cientificas, la COSCE envié en febrero de 2013 una carta al Presidente del Gobierno,
en la que, y una vez mas, se plasmaba, negro sobre blanco, la calamitosa situacién en Espana, la desobediencia a las
recomendaciones europeas - tan pontificadas en otros aspectos - y los reiterados incumplimientos del Gobierno a sus propias
promesas, a la postre, esléganes publicitarios de ocasién. La respuesta que obtuvimos (www.cosce.org), ambigua y vacua, es
mas de lo mismo.

No parece, por tanto, haber mucho lugar para el optimismo, pero si para el trabajo, el tesén y la protesta. Los investigadores
espanoles ya han realizado una revolucién cientifica desde la transicién recuperando el atraso al que nos condend nuestra
historia reciente. Ahora nos toca, como al resto de la ciudadania, participar en una revolucién solidaria y civica. Mostrar el
descontento alla en donde sea posible, dentro y fuera de nuestras fronteras. Sefalar con razones y alternativas nuestra
disconformidad por una politica de retroceso en lo social, en lo cultural y en lo cientifico que, de no mediar rectificacién, nos
instalara en un permanente y depresivo déja vu con décadas por medio. Hagamos ciencia y creemos opiniéon. Demos nuestro
apoyo a aquellas iniciativas encaminadas a que nuestros politicos entiendan lo que nos dijo Derek Bok: “Si el conocimiento te
parece caro, prueba con laignorancia”.

No quiero finalizar esta carta en un tono tan sombrio. En el trabajo de la Fisiologia, y en el quehacer de nuestra Sociedad, creo
que podemos encontrar, si no la fuente del optimismo, al menos motivos de satisfaccién. En el préximo mes de Julio, desde el 21
al 26, se celebrara en Birmingham (Reino Unido) el XXXVII Congreso mundial de IUPS. Nuestros colegas del Comité
organizador, han sido capaces de preparar una reunién de altisima calidad cientifica a la que, sin duda, merece la pena asistir. Os
animo a hacerlo. Ademas, os recuerdo que el préximo afno, el Congreso de nuestra Sociedad se celebrara en Granada. Aun
queda mucho tiempo y ocasiones para enviar cumplida informacién, pero me gustaria que, ya desde ahora, germinase la idea de
que, entre todos, hagamos de nuestra préxima reunién lamejor de las posibles.

Finalmente, me gustaria comentaros que en la Gltima Asamblea General de COSCE, la SECF propuso que se realizara una
politica proactiva no solamente sobre los ambitos de 1+D +i, sino también sobre educacién, al considerar que son aspectos
intimamente ligados. En este sentido, se creara una comisién en donde se intentaran sefalar, de igual forma que ya se hizo con la
ciencia, aquellos aspectos nucleares e irrenunciables que merece la pena defender y en la que estara presente laSECFE

Un fuerte abrazo,

F. Javier Cudeiro Mazaira
Presidente Ejecutivo de la SECF
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MODULACION DEL RECEPTOR NICOTINICO POR

MOLECULAS DE RELEVANCIA CLINICA

Armando Alberola-Die*, Sergi Soriano, Isabel Ivorra y Andrés Morales
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El receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) es el miembro mejor caracterizado de la superfamilia de canales iénicos activados

por ligando (LGICs). Las disfunciones del nAChR se han relacionado con graves alteraciones fisiopatolégicas del sistema nervioso,

asi como con alteraciones inflamatorias e inmunoldgicas y con el desarrollo de ciertos tipos de cancer. Por ello, el conocimiento de

las moléculas que modulan la funcién de este receptor, el estudio de sus mecanismos de accién y la dilucidacion de sus lugares de

unién son de gran interés cientifico, ya que son pasos fundamentales para avanzar en el desarrollo de nuevas moléculas de

aplicacién terapéutica, dirigidas al tratamiento de las patologias mencionadas. Esta revisién pretende describir los principales

mecanismos de modulacién del nAChR y exponer los efectos que diversas moléculas de interés clinico ejercen sobre el nAChR,

algunas inhibiendo su actividad y otras potenciandola.

Estructuray funcion del nAChR

El nAChR es una proteina transmembrana pentamérica,
que pertenece a la superfamilia de receptores iénicos activados por
ligando. Se localiza en distintas zonas del sistema nervioso central
(SNC) y periférico (SNP), musculo y otros tejidos no excitables,
incluyendo tejido linfoide, endotelio vascular, células cutaneas y
adipocitos (Gotti y Clementi, 2004). Las subunidades que
constituyen el nAChR presentan cuatro segmentos transmembrana
(M1-M4) que forman un poro iénico selectivo a cationes, limitado
por los segmentos M2 de cada subunidad (Figura | A, y A,). EInAChR
se activa por la unién del agonista a lugares especificos localizados en
dominios extracelulares (Unwin, 2005), lo que resulta en un cambio
conformacional que lleva al canal de un estado cerrado a otro
abierto, permitiendo el flujo de iones y generando corrientes idnicas
através de la membrana (Figura |B). Aparte de los estados abierto y
cerrado, el nAChR puede adoptar varios estados desensibilizados,
en los cuales el NAChR presenta una mayor afinidad por el agonista
pero no permite el flujo de iones a su través (Giniatullin y cols.,
2005).

Los nAChRs presentan una gran diversidad estructural,
definida por la variedad de subunidades que los conforman y su
estequiometria, lo que determina sus propiedades funcionales y
farmacoldgicas. El prototipo de estos receptores es el presente en la
uniéon neuromuscular de vertebrados y en los electrocitos de
algunos peces eléctricos (NnAChRm), que esta constituido por dos
subunidades a, (que presentan los lugares de unién al ligando)
asociadas a una subunidad 3,, 8 y € (en el adulto) o y (en periodo fetal
o en musculo denervado) (Figura | Ay C). En el sistema nervioso de
vertebrados existe una amplia heterogeneidad de nAChRs, llamados
genéricamente nAChRs neuronales (nAChRn), que se diferencian
atendiendo a su afinidad por agonistas y por a-bungarotoxina
(Albuquerquey cols., 2009). Los nAChRns se pueden clasificar en: i)
heteroméricos, formados por la asociacién de dos subunidades a,,
as, a,, d; o 4, y tres subunidades S,, B, o B, (Figura | C), siendo los
a,B,y a,B, los mas abundantes del SNC y SNP, respectivamente; ii)
homomeéricos, formados por la asociacién de cinco subunidades a,,
a, 0 a,, siendo los a, los mas comunes (Figura | C).

Dada su relevancia funcional, los nAChRs constituyen una
de las dianas terapéuticas mas relevantes, ya que estan implicados en
el origen o desarrollo de diversos procesos fisiopatolégicos de gran
prevalencia, incluyendo, entre otros, la adiccién a la nicotina, ciertos
tipos de miastenia, esquizofrenia, alteraciones cognitivas,
enfermedades neurodegerativas como Alzheimer o Parkinson,
alteraciones inflamatorias e inmunolégicas y algunos tipos de cancer
(Gotti y Clementi, 2004; Ashcroft, 2006; Hurst y cols., 2012). Por
tanto, los estudios dirigidos a la caracterizacién de los lugares de

modulacién de estos receptores son clave para el desarrollo de
nuevos farmacos que potencien o, en su caso, inhiban la funcién de
subtipos especificos (Arias, 201 0).

Mecanismos de modulacion del nAChR

Las moléculas que modulan el NAChR pueden unirse a esta
proteina en muy distintas regiones (Figura 2A) y mediar sus efectos
por distintos mecanismos:

i) Algunas moléculas acttian uniéndose en el interior del
canal, cuando éste se encuentra abierto, lo que impide el paso de
iones a su través (Figura 2A, esfera amarilla). Este tipo de bloqueo,
conocido como “de canal abierto” es de tipo estérico, no
competitivo, y no es estatico, ya que las moléculas inhibitorias se
unen a su lugar especifico y se disocian continuamente (flickering),
generandose un equilibrio entre las especies unidas y las libres
(Neher y Steinbach, 1978). Este mecanismo de bloqueo se observa
principalmente, pero no exclusivamente, con moléculas cargadas y
su efecto es dependiente del potencial de membrana celular.

ii) Otras moléculas presentan afinidad por el lugar
ortostérico (zona de fijacién del ligando), por lo que compiten o
interfieren con el agonista en su unién al receptor. Estas moléculas,
que pueden ser agonistas, actian como inhibidores competitivos
clésicos (Figura 2A, pentagonos verdes).

iiif) Hay moléculas que no bloquean estéricamente la luz
del canal, ni actGan en la regién ortostérica y, genéricamente, se
denominan moduladores alostéricos, que pueden ser de caracter
positivo (MAP) o negativo (MAN), seglin aumenten o disminuyan la
actividad del nAChR, respectivamente. Estos moduladores
alostéricos pueden actuar en distintas regiones del nAChR, pues la
unién de una molécula a cualquier lugar del nNAChR puede modificar
su estabilidad en una conformacién y/o las barreras energéticas para
cambios conformacionales (Hogg y cols., 2005; Bertrand y
Gopalakrishnan, 2007). Entre los moduladores alostéricos se
incluyen: a) moléculas que actian a nivel extracelular, cuando los
canales se encuentran en estado cerrado, generando un cambio
conformacional que puede dificultar o facilitar/estabilizar su
apertura (Arias, 2010; Figura 2A, estrellas rosas) y/o modificar el
grado de desensibilizacién (Giniatullin y cols., 2005; Yakel, 2013;
Figura 2A, rectangulo rojo); b) una gran variedad de moléculas
hidréfobas, que pueden difundir al interior de la membrana e
interaccionar con lugares situados en la interfase proteina-lipidos
(Hogberg y cols., 2007; Figura 2A, triangulos rojos) y c) algunos
ligandos que interaccionan con residuos del interior del canal que,
aparte del bloqueo estérico, pueden evocar un aumento en la
desensibilizacién (Figuras 2A, rectangulos naranjas), lo que reduce el
nimero de nAChRs susceptibles de ser abiertos por el agonista
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Figura 1. Estructura del nAChR de la electroplaca de Torpedo
marmorata y heterogeneidad de nAChRs en base a las subunidades que
los componen. (A, y A,) Modelo del nAChRm generado a partir de la
estructura de la proteina depositada por Nigel Unwin en el Protein Data
Bank (ID: 2BG9). (A,) Imagen del nAChRm en un plano perpendicular a la
membrana, visto desde el lado extracelular. Se observa la disposicién de las
cinco subunidades que conforman un canal iénico central. (A,) Perspectiva
del nAChRm paralela al plano de la membrana. Obsérvese cémo la regién
extracelular, que contiene las zonas de unién del ligando, es muy prominente
y que cada subunidad presenta 4 segmentos transmembrana en forma de
hélices a. Las lineas horizontales representan el espesor de la bicapa lipidica.
(B) Registro obtenido con la técnica de parche de membrana de un nAChR
de electroplaca de Torpedo reconstituido en un proteoliposoma gigante
(registro no publicado de los autores). Los cambios de nivel indican las
corrientes unitarias cuando el canal pasa del estado cerrado (C) al abierto
(A), por efecto del agonista. (C) Las diferentes subunidades de los nAChRs
forman multiples oligémeros, que se localizan de forma diferencial en el
sistema nervioso y los mUsculos. Los 6valos amarillos representan el lugar de
unién del agonista. (*) La subunidad € se sustituye por la y presente en el
musculo denervado o embrionario. (**) Los receptores homoméricos del
SNC pueden estar constituidos por 5 subunidades 0, o a,.

(Ochoay cols., 1989; Arias, 2010).

iv) Por Ultimo, algunas moléculas modifican la cinéticade la
desensibilizacién mediante un efecto indirecto, muchas veces
mediado por la formacién de segundos mensajeros, que causan la
fosforilacién de residuos intracelulares del nAChR (Ochoa y cols.,
1989; Figuras 2A, rectangulos azules).

El acceso de los ligandos a los distintos lugares de
modulacién que presenta el nAChR puede efectuarse mediante 2
vias: la hidrofilica y la hidrofébica (Figura 2B). Mediante la via
hidrofilica (Figura 2B, azul), los moduladores pueden interactuar con
residuos expuestos en el lado extracelular y en la luz del canal.
Mediante la via hidrofébica (Figura 2B, rojo), las moléculas
interaccionan con aminoacidos que forman parte de los segmentos
transmembrana, penetrando desde la bicapa lipidica. Estas 2 vias no
son excluyentes para una determinada molécula, porque depende
de si ésta puede adoptar en el medio mas de una conformacién

molecular (por ejemplo, cargada y neutra). Asi, lo normal es que
incluso las moléculas mas simples modulen la funcién del nAChR por
distintos mecanismos, uniéndose en diferentes puntos de la
proteina.

Modulacion negativa del nAChR

Entre los MANs del nAChR mejor estudiados se incluyen
los anestésicos locales (ALs), que se utilizan rutinariamente en la
practica médica por inhibir reversiblemente los potenciales de
accién que se propagan por fibras nerviosas y actuar como
antiarritmicos cardiacos. En general, los ALs son aminas aromaticas
anfifilicas, en las que un enlace éster o amida separa las porciones
hidrofilica e hidrofébica. Sin embargo, en los estudios de modulacién
del nAChHR se han utilizado preferentemente analogos moleculares
con grupos amonio-cuaternario, es decir, permanentemente
cargados, tales como QX-222 o QX-314. Estas moléculas, similares
a la lidocaina, causan un bloqueo a canal abierto del nAChR,
uniéndose en el interior del canal y ocluyéndolo fisicamente (Neher
y Steinbach, 1978; Horn y Brodwick, 1980). Este mecanismo de
inhibicion lo ejercen también otros anestésicos locales con grupos
amino-terciario en su estructura molecular, como la procaina
(Adams, 1977), la tetracaina (Koblin y Lester, 1979) o la lidocaina
(Alberola-Die y cols., 2011 y 2013). Este efecto se debe,
posiblemente, a que un elevado porcentaje (>83%) de sus
moléculas estan protonadas a pH 7, por lo que, a ese pH, se
comportarian como moléculas con grupos amonio-cuaternario. Un
mecanismo similar de inhibicién se observa con otras moléculas con
grupos amonio-cuaternario, incluyendo anticolinesterasicos como
el edrofonio (de uso clinico), o el BW284c5| (Olivera-Bravo y cols.,
2005, 2007).

Los ALs con grupos amonio-cuaternario, ademas de
actuar como bloqueantes no competitivos del NnAChR, al “taponar”
el poro idnico, incrementan la desensibilizacion del nAChR (Sine y
Taylor, 1982; Neher, 1983). Un efecto similar se ha descrito para la
lidocaina (y otros ALs de estructura similar), que incrementa la
desensibilizacién de los nAChRms (Steinbach, 1968; Anwyl y
Narahashi, 1980; Alberola-Die y cols., 201 1) y nAChRns, al menos
aquellos subtipos expresados en ganglios vegetativos (Alberola-Die
y cols., 2013). Cabe destacar que algunos anticolinesterasicos con
grupos amonio-cuaternario que causan bloqueo de canal abierto del
nAChRm, como el BW284c51, también incrementan la
desensibilizacién del receptor (Olivera-Bravo y cols., 2005), aunque
otros, como el edrofonio, no la modifican, lo que indica que estas
moléculas presentan lugares diferentes de unién al NAChRm, a pesar
de suhomologia estructural (Olivera-Bravoyy cols., 2007).

Los ALs que presentan aminas-terciarias en su estructura,
como procaina, tetracaina y lidocaina son capaces, ademas, de
inhibir nAChRs en estado cerrado (Adams, 1977; Papke y Oswald,
1989; Alberola-Diey cols., 201 | y 2013), a diferencia de los ALs con
grupos amonio-cuaternario. Este efecto estd mediado,
probablemente, por la fraccién de moléculas en forma no cargada
(cuya proporcién depende del pK de la molécula y del pH del
medio), capaces de difundir a través de la membrana y actuar sobre
puntos del NAChR no accesibles desde el lado extracelular.

Aparte de ALs y anticolinesterasicos, hay una gran
diversidad de moléculas exégenas de interés clinico que actdan
como MAN del nAChR, incluyendo: a) antibiticos, como la
gentamicina, que incrementan marcadamente la desensibilizacién
(Okamoto y Sumikawa, 1991); b) antipsicéticos, como la
clorpromacina, que se une en el interior del canal y lo bloquea
(Koblin y Lester, 1979; Arias, 1998); c) bloqueantes de canales de
calcio, como el diltiazem, que inhiben nAChRns a3f4 de forma
voltaje-independiente, promoviendo su inactivacién (Herrero y
cols. 1999); d) riluzole, que a concentraciones utilizadas en el
tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica bloquea NAChRms y
aumenta su desensibilizacién (Deflorioy cols., 2012) y e) quinacrina,
utilizada en el tratamiento de la malaria, que se une en la interfase
lipido-proteina (Arias, 1998). Ademas, varias moléculas endégenas
pueden modular de forma negativa la actividad de nAChRs, como
sustancia P, serotonina, acidos grasos o esteroides como
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Figura 2. Lugares de unién y mecanismos de modulacion en el nAChR.
(A) Esquema del nAChR mostrando 4 de sus 5 subunidades para indicar los
principales lugares de unién de sus moduladores (ver el texto para los
detalles) (B) Esquema de las dos vias generales de actuacién de los
moduladores del nAChR. Mediante la via hidrofilica (azul), los moduladores
pueden interactuar con residuos extracelulares o de la luz del canal,
accediendo desde el medio extracelular. Mediante la via hidrofébica (rojo),
las moléculas interaccionan con aminoacidos de los segmentos
transmembrana, penetrando desde la bicapa lipidica. M, y M," representan,
respectivamente, formas no cargadas y protonadas de moléculas en
solucién; M, y M, " simbolizan formas no cargadas y protonadas de moléculas
en la membrana, respectivamente. La poblacién de especies M, interacttia
probablemente con lipidos cargados negativamente, mientras que las
especies M, pueden introducirse en el interior de la bicapa. M,y M, indican
moléculas neutras y cargadas en la interfase proteina-lipidos; M, y M."
representan moléculas neutras y cargadas en el canal iénico. El equilibrio
entre M, y M." depende del estado del poro i6nico. Cuando el canal se abre
pueden penetrar rapidamente tanto M, como M, por difusién simple, sin
embargo, cuando permanece cerrado, sélo pueden alcanzar la luz del poro
las especies neutras M, por medio de la via hidrofébica. Una vez que las
especies no cargadas se encuentran en el interior del canal iénico pueden
protonarse y adquirir carga.

progesterona, estradiol y corticosterona (Arias, 1998).

Modulacion positiva del nAChR

Los MAPs son muy variados en cuanto a sus caracteristicas
moleculares, mecanismos de accién, potencia y especificidad. De
acuerdo con los cambios funcionales que inducen sobre el nAChR,
los MAPs se clasifican en 2 subtipos (Arias, 2010): i) tipo |, que
incluye aquellos ligandos que favorecen la transicion de cerrado a
activo, lo que se refleja en unareduccién de la EC,, parael agonistay
un aumento del coeficiente de Hill y la amplitud de la corriente
macroscépica evocada; y ii) tipo I, que incluye aquellos
moduladores que fundamentalmente reducen la desensibilizacién o
incluso favorecen el paso del receptor de estado desensibilizado a
activo.

A pesar del interés que tienen estas moléculas, por su
potencial terapéutico, poco se conoce ain de sus mecanismos de
accién. Entre los MAPs de nAChRs heteroméricos se incluirfan
algunos iones divalentes (Ca’*, Zn®", Pb**), antihelminticos
(ivermectina, levamisol, morantel), anticolinesterasicos
(galantamina, fisostigmina) o antagonistas muscarinicos (atropina,
escopolamina) (Arias, 2010). El estudio de los MAPs que acttian
sobre los NAChRs heteroméricos ha avanzado lentamente, en parte
por: a) ser selectivos, pero no siempre, en cuanto a la subunidad
sobre la que acttan, pudiendo incluso presentar efectos contrarios
en subunidades distintas. EI Zn** (1-100 M) actia como MAP de
nAChRs con subunidades 0432, pero se comporta como MAN con
receptores a3B2 (Bertrand y Gopalakrishnan, 2007); es mas, el Zn"*
acttia como MAN en receptores (04),(82),, pero puede ser MAP en
(04),(B2),,al actuar potenciando en la inferfase a-a, pero inhibiendo
en la interfase a-B (Moroni y cols., 2008); b) depender
marcadamente su efecto de una “ventana” de concentracion,
pudiendo pasar de MAP a MAN. Asi, la galantamina a dosis bajas (0. | -
| uM) actta como MAP y a dosis superiores a 10 UM como MAN
(Samochocki y cols., 2003); algo similar ocurre con la atropina
(Zwart y Vijverberg, 1997) y c) en algunos casos, ser especificos de

especie. El | 7-estradiol, pero no otros esteroides, actta de forma
muy especifica sobre un reducido nimero de aminoacidos en el C-
terminal de la subunidad o del nAChR 0432 humano; sin embargo,
no es MAP del nAChR equivalente de rata (Paradiso y cols., 2001).

Los MAPs de primera generacién que actian sobre
nAChR a7, como el antihelmintico ivermectina, la galantamina, el 5-
hidroxiindol, SLURP-I (proteina secretada por queratinocitos
humanos) o algunos péptidos derivados de la albimina sérica, han
resultado tener poca potencia, eficacia o selectividad. Sin embargo,
los MAPs de segunda generacién, como los derivados de urea PNU-
120596 y NS-1738, la acetamida denominada compuesto 6, o las
amidas TQS y SB-206553, que son, en general, pequefias moléculas
apolares, han demostrado eficacia a nivel experimental reduciendo
la desensibilizacién (MAPs de tipo Il). Ademas, a nivel clinico se ha
observado que mejoran el aprendizaje y revierten la pérdida de
memoria, asi como algunos déficits sensoriales propios de
enfermedades psiquiatricas (Bertrand y Gopalakrishnan, 2007). El
lugar de accién de los MAPs no esté bien determinado. No obstante,
se ha propuesto que el PNU-120596 se une en el dominio
transmembrana implicando aminoacidos de los segmentos M|, M2y
M4, en una cavidad intrasubunidad, por lo que podria ser un lugar
analogo al de unién de neuroesteroides y anestésicos volatiles en
otros LGIC de la misma familia, como los receptores de GABA, y
glicina (Taly y cols., 2009). Sin embargo, otros MAPs de nAChR a7,
como galantamina, podrian unirse en la regién extracelular, en la
interfase entre subunidades no-a., de forma similar a la unién de las
benzodiacepinas al receptor de GABA,.

Perspectivas futuras

El estudio de la modulacién alostérica de nAChRs es de
gran interés, dado que este tipo de modulacién puede aportar
ventajas terapéuticas sobre el empleo clasico de agonistas y
antagonistas, al permitir aumentar o disminuir la respuesta a
neurotransmisores endégenos sin producir una activacién o
inhibicion permanente del nAChR. Ademas, los efectores
alostéricos producen cambios mas sutiles y diversos en la funcién de
los receptores, actuando sobre distintos sitios en las diversas
subunidades o en la interfase entre ellas. Previsiblemente, el avance
en el conocimiento de la modulacién alostérica de neurorreceptores
permitira desarrollar nuevas moléculas de interés clinico, que actien
selectivamente sobre subtipos especificos de receptores, con
mayores margenes terapéuticos de seguridad y menores efectos
secundarios, lo que permitira un mejor tratamiento de las patologias
en las que la funcién de estos receptores esté afectada.

En la actualidad, se esta trabajando intensamente en el
desarrollo de nuevos MAPs y MANs de nAChRs orientados al
tratamiento del tabaquismo, enfermedad de Alzheimer, dolor
neuropatico, esquizofrenia, desérdenes cognitivos y otros
trastornos asociados a la disfuncién de nAChRs.
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La apelina, identificada como el ligando endégeno del receptor acoplado a proteinas G, AP, es un péptido bioactivo de expresion

ubicuay funciones pleiotroépicas. Entre ellas, modula la funcién de los sistemas cardiovascular, gastrointestinal y nervioso. Ademas,

la apelina participa en el mantenimiento de la homeostasis de fluidos biolégicos y en la regulacién del eje adipoinsular. En el presente

trabajo se revisan las principales caracteristicas y funciones de esta prometedora molécula.

La apelina es un péptido bioactivo con diversas acciones
fisioldgicas en muchos tejidos a través de su interaccién con su
receptor, denominado APJ. La apelina fue inicialmente aislada del
extracto de estémago bovino en 1998 (Tatemotoy col.; 1998), pero
no fue hasta 2005 cuando se describié por primera vez como una

adipocina sintetizada en el tejido adiposo blanco (Boucher y col,;
2005). La apelina es secretada como un prepropéptido de 77
aminoacidos, el cual es procesado por la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE-2, del inglés angiotensin-converting enzyme 2)
dando origen a diversos fragmentos del péptido; uno de 36
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Figura |. Rutas de sefializacién intracelular de la apelina. Modificado de
Kidoya H, Takakura N J Biochem 2012;152:125-131.

aminoacidos (apelina-36) y otros de | 7 aminoacidos (apelina-17), de
|13 aminoacidos (apelina-13) y 12 aminoacidos (apelina-12). De
todos estos fragmentos, la apelina- 13 es el péptido mas abundante
en el plasma sanguineo (en concentraciones del orden de picomolar)
y el de mayor actividad biolégica (Kawamata y col.; 2001, Masri y
col.; 2005, Beltowski; 2006). La secuencia de aminoacidos de la
apelina presenta una gran similitud entre diferentes especies; es mas,
los dltimos |13 aminoacidos del extremo C-terminal
correspondientes a la secuencia de la apelina-13 son idénticos en
todas las especies estudiadas hasta la fecha (Cheng y col.; 2012). Su
vida biolégica media en la circulacién sanguinea es inferior a 5
minutos (Japp y col.; 2010), sin embargo un estudio reciente ha
demostrado que la modificacién de la apelina por pegilacion,
conjugaciéon covalente del péptido con polietilenglicol (PEG),
incrementa su vida media en la circulacién sin modificar su actividad
bioldgica, favoreciendo asi el uso de la apelina como una potencial
dianaterapéutica (Jiay col.; 2012).

Como en el caso de otras adipocinas, la produccién de
apelina no esta solamente restringida al tejido adiposo blanco. La
apelina y el APJ presentan un perfil de expresiéon muy similar
solapandose su expresién en numerosos tipos celulares, poniendo
de manifiesto las importantes propiedades bioldgicas de la apelina.
Ambos estan altamente expresados en neuronas y oligodendrocitos
de diversas regiones del sistema nervioso, como médula espinal,
cuerpo calloso, amigdala, cerebelo, bulbo raquideo, hipotalamo,
nlcleo subtalamico, hipocampo, glandula pituitaria, tracto olfatorio,
nicleo dorsal del rafe y materia gris central, tanto en humanos
como en roedores (Pitkin y col.; 2010, Cheng y col.; 2012). En la
periferia, ademas de en el tejido adiposo blanco, la apelina se expresa
en otros érganos como el corazén, pulmén, testiculos, ovarios,
glandulas mamarias, rindn, estémago y en la placenta (Pitkin y col.;
2010, Cheng y col.; 2012). Recientemente, el grupo de la Dra.
Geraldine Siegfried ha demostrado que tanto la apelina como su
receptor también se expresan en plaquetas sanguineas (datos no
publicados).

El APJ se describié en 1993, varios afios antes de que se
identificase a la apelina como su ligando endégeno, por lo que en un
principio se consideré como un receptor huérfano (sin ligando
conocido). El AP es el clasico receptor de membrana asociado a
proteinas G (GPCR; del inglés G-protein-coupled receptor),
concretamente proteinas Gi (Masri y col.; 2002) y proteinas Gq/| |
(Szokodi y col.; 2002). Posee la tipica estructura de 7 dominios
transmembrana, y presenta una alta homologia en su secuencia con

el receptor AT| de la angiotensina, con el cual se puede asociar
formando heterodimeros. Sin embargo, la apelina no se une al
receptor ATl (O'Dowd y col.; 1993, Chun y col.; 2008). En
humanos, el APJ posee una secuencia de 380 aminoacidos Y, hasta la
fecha, no hay evidencias de la existencia de multiples subtipos del
APJ en mamiferos (O'Dowd y col.; 1993, Pitkin y col.; 2010). Las
principales vias de sefalizacién intracelular activadas por la apelina
son mediadas por las proteinas G acopladas a su receptor. La
proteina Gi activa la via de sefalizacién intracelular de la fosfoinositol
3-cinasa (PI3K)/proteina cinasa B (PKB/Akt) involucradas en
diversos procesos fisiolégicos como la vasodilatacién, y celulares
como la migracién y la proliferacion celular, mientras que la cascada
de senalizacién Gq/| | /fosfolipasa C (PLC)/proteina cinasa C (PKC)
activa la ruta de las cinasas reguladas por estimulos extracelulares
(ERK) y participa en diversos procesos celulares como la
proliferacién celular (Cheng y col.; 2012, Kidoya y Takakura; 2012)
(Figura I). Los intercambiadores Na‘/H* (NHE)y Na'/Ca*" (NCX)
también participan en los mecanismos de transduccién de las vias de
sefalizacion activadas por la apelina (Szokodi y col.; 2002). La
activacion de éstas vias de sefalizaciéon permiten a la apelina ejercer
una accion pleiotroépica sobre el sistema cardiovascular, modulando
la presion arterial y el flujo sanguineo (Beltowski; 2006), participar
en la regulacion de la homeostasis de los fluidos biolégicos (Lee y
col.; 2003) y del eje adipoinsular (Jaszberenyi y col.; 2004), entre
otras funciones (Figura 2).

Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular es una de las principales dianas
del mecanismo de accién de la apelina, participando tanto en su
formacion como en su funcién. Se ha demostrado que la apelina
desempefa un papel importante en la diferenciaciéon de los
cardiomiocitos y en el desarrollo del corazén (Scott y col.; 2007).
Ademas, la expresién de la apelinay su receptor aumentan durante
la angiogénesis vascular tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas (ej, tumorigénesis). Ademas, la apelina es la primera
molécula descrita que actiia como regulador de la maduracion y
estabilizaciéon vascular mediante el incremento del calibre de los
nuevos vasos formados durante la angiogénesis. Una vez formados
los vasos sanguineos disminuye la expresion de la apelina (Kidoya y
Takakura; 2012).

El sistema apelinérgico también regula la modulacién del
tono vascular, debido al potente efecto vasodilatador de la apelina.
Dicho efecto es dependiente de las células del endotelio vascular. En
las células endoteliales, la unién de la apelina a su receptor provoca la
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Figura 2. Papeles fisiologicos de la apelina.
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fosforilacién y activacién de la enzima éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) y la consecuente generacién y liberacion de éxido nitrico
(NO). Esta molécula, a su vez, activa la enzima guanilato ciclasa
soluble (GCs) en células musculares lisas vasculares (CMLV),
provocando un incremento en la expresién de guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) y la relajacién de las CMLVs. En ausencia
de un endotelio vascular funcional, la apelina puede unirse
directamente a los APJ de las CMLVs y causar vasoconstriccion
(Tatemoto y col.; 2001, Ishida y col.; 2004). El sistema apelinérgico
antagoniza al sistema compuesto por la angiotensina Il (Angll) y su
receptor ATI, responsables de procesos patolégicos como
hipertensién, aterosclerosis e infarto de miocardio (Chandrasekaran
y col.; 2008, Kazemi-Bajestani y col.; 2012). En un modelo de
aterosclerosis en ratén se ha demostrado que la administracién de
apelina exégena induce respuestas antinflamatorias y antagoniza los
efectos producidos por la Angll, disminuyendo la formacién de
lesiones aterosclerdticas y aneurismas aérticos (Chun y col.; 2008,
Leepery col.; 2009).

La apelina es, ademas, un modulador de la funcién
cardiaca al ser uno de los agentes inotrépico (aumento en la fuerza
de contraccién cardiaca) mas potentes conocidos hasta la fecha y
ejerce sus efectos tanto en corazones sanos como en corazones
afectados de insuficiencia cardiaca, por lo que la apelina podria ser de
utilidad en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca isquémica
(Berry y col.; 2004). De hecho, otros estudios han demostrado que
la apelina reduce el dafo miocardico por isquemia-reperfusion
(Kleinz y Baxter; 2008, Zengy col.; 2009, Tycinskay col.; 2012) y que
las concentraciones de apelina en plasma disminuyen después de un
infarto de miocardio en humanos y permanecen disminuidas
durante los siguientes 24 meses (Weir y col.; 2009). Ademas, se ha
observado un incremento en la expresién del sistema apelina/AP) en
pacientes que padecen de cardiopatia isquémica y con
cardiomiopatia dilatada idiopatica (Chen y col.; 2003, Foldes y col.;
2003). Por otra parte, un reciente estudio demuestra que el AP)
también puede actuar como un mecanorreceptor y activarse por
cambios mecanicos en el corazén. Esta activaciéon provoca
respuestas patolégicas como el incremento en el tamafio de los
cardiomiocitos y la activacién de marcadores moleculares de
hipertrofia cardiaca que conduciran a la insuficiencia cardiaca (Scimia
ycol.;2012).

El mecanismo por el cual la apelina ejerce su efecto
inotrépico aln no esta bien definido. Diversos estudios proponen
que la accién inotrépica de la apelina es mediada por incrementos
en la concentracién intracelular del ion Ca™ (Szokodi y col.; 2002,
Dai y col.; 2006, Wang y col.; 2008), mientras que otros estudios
proponen que se debe a un aumento de la sensibilidad de los
miofilamentos a dicho ion (Charo y col.; 2009). Por otra parte, la
apelina activa la via de sefalizacién de las cinasas de salvamento RISK
(del inglés, reperfusion injury signalling kinase) dependientes de
PKC, entre las que se incluyen las cinasas p44/42, PI3K/Akt y p70S6,
induciendo el cierre del poro de transicién mitocondrial y asociando
la apelina con los mecanismos de cardioproteccion (Masri y col.;
2004, Smithy Yellon; 201 ). Ademas, la apelina es capaz de activar la
proteina cinasa activada por AMP (AMPK) y abolir la activacién de la
apoptosis inducida por estrés del reticulo endoplasmatico durante
los procesos de isquemia-reperfusién causantes de dafos en los
cardiomiocitos (Taoy col.; 201 1).

Para obtener mas informacién se recomienda la lectura de
las revisiones publicadas por Pitkin (Pitkin y col.; 2010, Pitkin y col.;
2010), Tycinska (Tycinskay col.; 2012), Smith (Smith y Yellon; 201 1),
Kidoya (Kidoya y Takakura; 2012), Chandrasekaran
(Chandrasekaran y col.; 2008), Maenhaut (Maenhaut y Van de
Voorde; 201 |) y Kazemi-Bajestani (Kazemi-Bajestaniy col.; 2012).
Sistema nervioso

La apelina es también un neuropéptido endégeno que
ejerce su accion en el sistema nervioso a través de diversas rutas de
sefalizacion intracelular. Diferentes estudios han puesto de
manifiesto que la inyeccién intraventricular de este tipo de
moléculas en el cerebro de la rata altera la presién sanguinea, el
comportamiento alimentario y la liberacion de hormonas pituitarias

en estos animales (Reaux y col.; 2001, Taheri y col.; 2002, Sunter y
col.; 2003). Recientemente se ha demostrado que, ademas de
regular la funcion fisioldgica, la apelina- 13, la apelina- 17 y la apelina-
36 inhiben los procesos apoptéticos y excitotdxicos asociados a un
elevado nimero de patologias neuroldgicas, como isquemia
cerebral, epilepsia o enfermedades neurodegenerativas del tipo de
la enfermedad de Parkinson, Alzheimer o Huntington, lo que les
confiere una capacidad neuroprotectora. En este sentido, se ha
demostrado que la apelina-36 protege frente a los procesos de
excitotoxicidad mediada por glutamato en neuronas
cerebrocorticales de rata, a través de la activacién de las rutas de
senalizacién intracelular de la PKC, ERK1/2 e incrementos en los
niveles de inositol-3-fosfato (IP,) (Cook y col.; 201 ). Por su parte, la
apelina- 13 previene la apoptosis inducida por deprivacion de suero
en neuronas corticales de ratén a través de multiples mecanismos,
entre los que se encuentra la inhibicion de la despolarizacién
mitocondrial, el bloqueo de la liberacién del citocromo ¢ desde la
mitocondria al citosol y la inhibicién de la activacion de caspasa-3
(Zengy col.;2010).

Homeostasis de fluidos biologicos

El sistema apelina/AP] colocaliza con la vasopresina y su

receptor tipo VI en las neuronas magnocelulares de los nlcleos
supradptico y paraventricular del hipotalamo, encargados de la
regulaciéon del equilibrio hidrico. Ambos sistemas se regulan de
forma antagdénica ya que, dependiendo del grado de
activacién/inhibicién eléctrica neuronal, se liberara la vasopresina
(activacién) o la apelina (inhibicién) permitiendo el mantenimiento
del equilibrio hidrico del organismo mediante la prevencién de la
pérdida de agua por la orina. De esta forma, la apelina inhibe la
activacion eléctrica neuronal y la secrecién de vasopresina
provocando una disminucién de la concentracién de vasopresina en
el plasma e incrementando la diuresis. Por el contrario, en
condiciones de privacion de agua se incrementa la secrecion de
vasopresina y disminuye la concentracién en plasma de la apelina
(Llorens-Cortesy Moos; 2008, Pitkiny col.; 2010).
En el rindn, lavasopresina, através de su receptor tipo V2, activa los
canales de agua aquaporina-2 (AQP2), favoreciendo la reabsorcién
de agua en los tubulos colectores renales, mientras que la apelina
actGa impidiendo la apertura del canal AQP2 (Llorens-Cortes y
Moos; 2012).

Ademas, los estimulos osméticos provocan efectos
opuestos en la concentracion de vasopresina y apelina en el plasma.
Un incremento en la osmolalidad del plasma provoca un incremento
de la concentracién de vasopresina y una disminucién de la
concentracion de apelina en el plasma. Ratones deficientes en AP)
(APJ-/-) presentan una homeostasis de fluidos anormal y respuestas
alteradas a estrés osmético (Aziziy col.; 2008, Robertsy col.; 2010).
Para profundizar en el estudio de la funcién de la apelina sobre el
control del equilibrio hidrico se recomienda la lectura de revisiones
mas especificas publicadas en este campo por Llorens-Cortes
(Llorens-Cortesy Moos; 2008) y (Llorens-Cortesy Moos; 2012).

Eje adipoinsular

La expresiéon de la apelina esta regulada por multiples
factores como el ayuno, la ingesta, la hipoxia, hormonas de
crecimiento, el factor de necrosis tumoral (TNFo) y la insulina,
siendo ésta Ultima molécula la principal responsable de la
produccién de apelina en el tejido adiposo (Pitkin y col.; 2010). En
humanos, la insulina estimula la expresién de apelina en adipocitos a
través de las vias de la PI3K, PKC y MAPK e incrementa la
concentracién de apelina en plasma, mientras que la apelina inhibe la
secrecién de insulina, demostrando una interrelacién entre ambos
sistemas (Bouchery col.; 2005, Pitkiny col.; 2010).

En obesos se ha demostrado un incremento en la
expresién de apelina en adipocitos y de la concentracién de apelina
en plasma, lo cual se ha relacionado con el desarrollo de patologias
asociadas a la obesidad, como la diabetes mellitus tipo Il.  Sin
embargo, aln no esta definido si las elevadas concentraciones de
apelina en plasma sanguineo son las responsables del desarrollo de



la resistencia a la insulina o son consecuencia de un mecanismo final
de proteccion frente al desarrollo de diabetes mellitus tipo Il
asociadas a la resistencia a lainsulina (Heinonen y col.; 2005, Castan-
Laurell'y col.; 2012). De acuerdo con esta ultima hipétesis, estudios
recientes han demostrado que la apelina inhibe la adipogénesis y la
lipolisis, provocando un descenso en la concentracién de acidos
grasos libres en plasma que previene la resistencia a la insulina en los
tejidos periféricos (Xu y col.; 2011, Yue y col; 201 I, Than y col.;
2012).

Para obtener mas informacién se recomienda la lectura
de las revisiones publicadas por Pitkin (Pitkin y col.; 2010), Castan-
Laurell (Castan-Laurell y col.; 2012) y por Moreno-Aliga (Moreno-
Aliga; 2008) .

Sistema gastrointestinal

La apelina estimula la secrecién de acido gastrico en el
lumen del estémago y de histamina en células similares a
enterocromafines (ECL; del inglés enterochromaffin-like cells) (Chu
y Schubert; 2012). La apelina esta altamente expresada en el fundus
del estdbmago mientras que su expresion en el intestino es muy baja,
por lo que la apelina es transportada desde el estébmago hasta el
intestino a través del lumen donde libera colecistocinina (CCK)
(Wang y col.; 2004). In vitro, la apelina- 12, la apelina- 13 y la apelina-
17, pero no la apelina-36, estimulan la secrecién de CCK en las
células STCI derivadas de células enteroendrocrinas del intestino
delgado de ratén. La secreciéon de CCK mediada por laapelina-13 en
STCI depende de la activacién de la ruta de las proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK, del inglés mitogen-activated
protein kinases) y es independiente de la activacién de las isoformas
convencionales y nuevas de la PKC y de incrementos en la
concentracién citosélicade Ca’* (Wangy col.; 2004).

Ademas, se ha demostrado que la apelina- 13, y en menor
medida la apelina-36, estimulan la proliferacion de células gastricas in
vitro, por lo que la apelina regula de forma positiva la proliferacién
del epitelio del tracto gastrointestinal (Wang y col.; 2004). En
relacién con esta funcién, se ha demostrado un incremento en la
expresion de la apelina en el colon de roedores que padecen
inflamacién del sistema gastrointestinal y en humanos que padecen
de enfermedades inflamatorias intestinales, como la colitis ulcerosa
y la enfermedad de Crohn (Han y col.; 2007). Las citocinas
proinflamatorias interleucina-6 (IL-6) e interferén gamma (IFN-y)
liberadas durante los procesos inflamatorios son los responsables, a
través de la activacién de la via de senalizaciéon Jak/Stat, del
incremento en la expresion de laapelina (Hany col.; 2008).

Otras funciones

En 1998, diversos estudios describieron que el sistema
apelina/AP) participa en el mecanismo de infecciéon del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) en células CD** (Pitkin y col.;
2010). Estudios posteriores in vitro demostraron que el APJ actta
como un co-receptor del VIH en linfocitos T y neuronas, por lo que
cualquier célula que exprese el AP puede ser infectada por el VIH
(Puffer y col.; 2000) . En un estudio realizado en un enfermo de
SIDA, que padecia ademas de caquexia, se ha demostrado una
disminucién en la expresién de la apelina en comparacién con las
células no infectadas (Esposito y col.; 2002). La apelina ejerce un
efecto protector contra la infeccién de la célula por el VIH en
neuronas cerebrocorticales de rata a través de la activacién de las
cascadas de senalizacién de la PKC, ERK1/2 e incrementos en los
niveles de IP, (Cook y col.; 2011). La eficiencia de este efecto
protector esta correlacionado con el tamano del péptido (apelina-
36>apelina-17>apelina- 13 >apelina-12) (Zouy col.; 2000, Kleinz y
Davenport; 2005).

Ademas, debido a su funcién antiapoptdtica y su papel
activador de la neoangiogénesis, se ha relacionado un incremento
en la expresién de la apelina con el desarrollo de diferentes tipos de
cancer en humanos, entre ellos el cancer de higado (Rayalam y col.;
2011), de pulmén (Berta y col.; 2010) y de cerebro (Kalin y col,;
2007).

Conclusién

En resumen, estos recientes avances en el estudio del
papel del sistema apelinérgico en la fisiologia tisular y celular y en el
desarrollo de diversos procesos patofisiolégicos han transformado a
la apelina desde un desconocido ligando de un receptor GPCR
huérfano a una importante molécula bioactiva y una prometedora
diana terapéutica en casos de trastornos cardiovasculares, diabetes
u obesidad, asi como en un importante factor endégeno promotor
de supervivencia aplicable a un amplio nimero de enfermedades
neuroldgicas.
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La diabetes constituye un importante problema de salud y por lo tanto, su tratamiento y prevencién es un reto para el futuro. En los
uUltimos anos se ha convertido en uno de los problemas sanitarios mas graves. A nivel mundial podemos hablar casi de epidemia.
Segln el estudio Di@bet.es (Soriguer y cols., 2012) que muestra, por primera vez, la tasa de prevalencia de la diabetes y de
alteracion de la glucosa en una muestra representativa de la poblacion espanola, dicha tasa alcanza un porcentaje de 13,8% de la
poblacién adulta. Por otra parte, entre el 20 y el 30 % de esta poblacién presenta sindrome metabdlico que incluye ademas de la
resistencia a insulina otras alteraciones como obesidad, dislipemia, hipertensién, y un aumento de prooxidantes plasmaticos
(Grundyy cols., 2008; Levesque y Lamarche, 2008). Se prevé que la cifra de prevalencia de diabetes se duplique en los préximos 20
anos (Delgado, 2008).

Recientes investigaciones ponen de manifiesto que la hormona melatonina, dada su versatilidad, puede ser un arma (til tanto

en el tratamiento como en la prevencién de la diabetes.

La hormona melatonina

La hormona melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) se
secreta desde la glandula pineal bajo control hipotalamico. Su
secrecion presenta un marcado ritmo circadiano, con valores bajos
durante el diay altos durante la noche; el factor mas importante, por
tanto, para la produccién de esta hormona es la alternancia
luz/oscuridad diaria (Reiter, 1993). En personas sanas, la
concentracién plasmatica de melatonina comienza a ser detectable
al atardecer, alcanzando valores en torno a 5 pg/mL, aumenta
progresivamente y alcanza valores maximos en mitad de la noche de
hasta 30 veces superiores a los diurnos (Atkinson y cols., 2003). El
patrén circadiano de secrecién de melatonina es muy estable en
condiciones fotoperiodicas normales, pero tanto prolongar la luz al
periodo de oscuridad como breves exposiciones a luz artificial
durante la noche puede afectar la produccién de melatonina en la
glandula pineal, alterando el normal funcionamiento del reloj
biolégico, el nucleo supraquiasmatico hipotalamico, cuyas
consecuencias pueden ser importantes.

Las acciones fisiolégicas de la melatonina son muy
variadas: ademas de su papel clasico en el control de la
reproduccién, es un agente cronobidtico, regulador endégeno de la
estacionalidad y de los ritmos circadianos tanto en animales
estacionales como no estacionales (Mocky Frankel, 1978; Vazquezy

cols., 2007; Diaz y cols., 2012). En los ultimos anos, se le han
atribuido diferentes funciones como antioxidante, antiinflamatorio,
inmunomodulador, efectos vasomotores, etc. (Reiter y cols., 2005;
2008; Sudnikovich y cols., 2007; Wu y cols., 201 I). Muchas de estas
funciones dependen de la activacién de receptores especificos en las
células de los érganos diana. En mamiferos, existen dos tipos de
receptores: de tipo | (MTI) y de tipo 2 (MT2) (Reppert y cols.,
1994). Nagornyy cols., (201 ) sugieren que MT | se expresaen las
células o, mientras que MT2 se expresa en las células 3 pancreaticas.
En este sentido, estudios de asociaciéon pangenémica revelaron que
existe una relacién entre dos polimorfismos del receptor MT2y el
riesgo de padecer diabetes tipo 2 (Prokopenkoy cols., 2009).

Relacién insulina/melatonina

Varios investigadores han puesto de manifiesto una
relacién antagénica entre las hormonas melatonina e insulina (Figura
1). Estudios llevados a cabo en modelos animales apuntan hacia la
existencia de un mecanismo de retroalimentacion entre la glandula
pineal y los islotes de Langerhans. Existen evidencias acerca de la
expresion del receptor de insulina en el pinealocito (Peschke y cols.,
201 1), sugiriendo que la glandula pineal y por tanto su principal
hormona, la melatonina, son susceptibles a los cambios en las
concentraciones de insulina. Por otro lado, la melatonina regula las
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Figura |. Relacién antagénica entre melatonina e insulina. Las
interrelaciones funcionales entre ambas hormonas, se basan en la presencia
de receptores de melatonina (MT | y MT2) en las células $-pancreaticas y los
receptores de insulina existentes en la glandula pineal. En la diabetes tipo |
(flechas azules) aparecen bajas concentraciones plasmaticas de insulina y altas
de melatonina, asi como una disminucién de la expresién de los receptores
para la melatonina en el pancreas y un incremento en la expresion del
receptor de insulina pineal. Por otro lado, la diabetes tipo 2, (flechas verdes)
se caracteriza por un aumento moderado de la insulina en plasma,
acompanado por un descenso en los niveles plasmaticos de melatonina, un
incremento de los receptores de la melatonina en el pancreas y una
disminucién de la expresién del receptor de insulina en la glandula pineal.

concentraciones de insulina gracias a la presencia de receptores de
melatonina en las células 3- pancreaticas (Nagornyy cols., 201 I).

Estudios llevados a cabo tanto in vivo como in vitro sugieren
que la melatonina juega un importante papel en la homeostasis de la
glucosa. La ausencia de melatonina, provocada por pinealectomia,
reduce tanto lasensibilidad alainsulinacomola expresiéonde GLUT
4 (proteina transportadora de glucosa regulada por insulina,
presente en tejido adiposo, musculo y miocardio) (Lima y cols.,
1998; Zanquetta y cols., 2003). Resultados similares obtuvieron la
Fleur y cols., 2001 en ratas, en las que, tras practicarles
pinealectomia, observaron un aumento de la glucemia aunque de
menor amplitud circadiana. Igualmente, la sensibilidad a la insulina
disminuyé sin cambios en el valor medio de la concentracién de
insulina.

Durante el envejecimiento la produccién de melatonina
decae y el ritmo se atenlGa (Reiter y cols., 1980, 1981). Es
caracteristico también de esta fase de la vida un aumento de la
secrecion de insulina e igualmente un descenso en la sensibilidad de
los tejidos periféricos a la accion de lainsulina y de la actividad de las
células 3 pancredticas (Touitou y Haus, 2000; Barbieriy cols., 2002).

Melatoninay diabetes tipo |

Varios autores han estudiado el efecto de la melatonina en
modelos experimentales de diabetes. Algunos de éstos se centran en
el papel protector de la melatonina frente al dafo provocado por
STZ (estreptozotocina) en células pancreaticas de roedores y sobre
el desarrollo consiguiente de DBT| (diabetes tipo |) (Anderson y
Sandler, 2001; Anwar y Meki, 2003). Recientemente, de Oliveira y
cols. (2012) han publicado un articulo en el que valoraron el efecto
del tratamiento con melatonina a largo plazo (desde el destete
hasta la madurez) en ratas diabéticas por tratamiento con STZ
previo al destete. La melatonina fue capaz de aminorar la evolucién
deladiabetes, normalmente observada en este tipo de ratas tratadas
con STZ. Este resultado se confirmé por una mejora en la
sensibilidad a la accién de la insulina, mejor control glucémico a largo
plazo y por una baja glicosilacion de proteinas. Igualmente, el
tratamiento temprano con melatonina fue atil para revertir los
sintomas de polidipsia y polifagia que empezaron a aparecer a las
ocho semanas de vida en los animales que no fueron tratados con
melatonina.

Puesto que la melatonina es un potente antioxidante, tiene
particular interés el estudio de este papel de la melatonina sobre la
diabetes. Uno de los estudios mas recientes, en este sentido, es el
llevado a cabo por Simsek y cols. (2012) en el que valoraron el papel

protector de la melatonina frente al dafo oxidativo producido por la
hipoglucemia caracteristica de los modelos experimentales de
diabetes (Armagan y cols., 2006; Kedziora-Kornatowska y cols.,
2009; Kurcer y cols., 2007). El tratamiento con una dosis alta de
melatonina (10 mg/Kg) |4 dias tras la inyeccién de STZ, para inducir
diabetes a ratas macho adultas, provocé un aumento pancreatico de
la expresién de la molécula antiapoptética Bcl-x, a la vez que inhibié
la expresion del enzima caspasa-3, molécula clave en la maquinaria
apoptética. En el mismo estudio, los autores encontraron nuevas
células beta y pequefos islotes en el centro de los acinos
pancreaticos tras el tratamiento con melatonina durante 42 dias,
sugiriendo que la melatonina ejerce una influencia neogénica en el
pancreas de las ratas diabéticas.

El tratamiento con melatonina como adyuvante
proporciona beneficios para el control de las complicaciones
asociadas a la diabetes, como patologia neurodegenerativa (Sharma
y cols., 2005), nefropatias (Kurcer y cols., 2007), aumento de la
lipoperoxidaciéon en testiculo (Armagan y cols., 2006) y
complicaciones de tipo vascular (Reyes-Toscoy cols., 2002).

En el tejido adiposo, la melatonina reduce la resistencia a
lainsulina medida mediante test de gasto de glucosa; por otro lado, la
pinealectomia produce un aumento de la resistencia a la insulina. En
cultivos de adipocitos aislados, la administracién aguda de
melatonina ejerce un efecto importante sobre la expresion del gen
de leptina durante la estimulacién coninsulina.

Melatoninay diabetes tipo 2

La diabetes de tipo 2 (DBT?2), por resistencia alaaccién de
la insulina, es una enfermedad que evoluciona de forma lenta pero
progresiva, siendo importantes factores de riesgo la edad (Wilson y
cols., 1986) y la obesidad (Cornier y cols., 2008). Cuesta y cols.,
2012 estudiaron el papel de la melatonina exégena sobre varios
parametros relacionados con la homedstasis de la glucosa y la
resistencia a la insulina en un modelo con ratones SAMP-8,
envejecidos prematuramente. Los autores observaron como el
contenido pancreatico de insulina desciende con la edad mientras
que la expresion de mRNA de dicha hormona no se ve afectada.
Igualmente, las concentraciones plasmaticas de la hormona
aumentan sin cambios en la glucemia. El indice HOMA-IR, en
relacion a la homedstasis de la glucosa, esta mas elevado en
ratones viejos que en ratones jévenes. Igual que en estudios previos
(Peschke y Peschke, 1998; la Fleur y cols., 2001), el tratamiento con
melatonina redujo la expresiéon de mRNA de insulina en los ratones
viejos. Sin embargo, el contenido pancreatico de insulina aumenté a
la vez que se redujeron las concentraciones plasmaticas de la
hormona, la glucemia y el indice HOMA-IR. En este mismo estudio,
los autores comprobaron que el tratamiento con melatonina
provoca un aumento en la expresién de algunos genes implicados en
el metabolismo de la glucosa, como FoxO, que es ademas un factor
implicado en la reparacién del DNA, longevidad y también es
importante como defensa frente al estrés oxidativo, o bien del
factor de transcripcién Sirl, que esta regulado a la baja en células con
alta resistencia a la insulina, es decir que un aumento en la expresion
de este factor provocado, en este caso, por el tratamiento con
melatonina indica una mejoria en la homeostasis de la glucosa. Todos
estos resultados indican por tanto que el tratamiento con melatonina
durante la vejez es capaz de de mejorar lahomeostasis de la glucosa.

Se acepta de forma general que la obesidad es el factor
mas importante en el desencadenamiento de resistencia a la accion
de la insulina y la hiperinsulinemia, con las consiguientes
implicaciones que esta situacion puede acarrear, particularmente en
el sistema vascular (Tesauro y Cardillo, 2011). La sintesis de
melatonina en la glandula pineal de ratas obesas y diabéticas Goto-
kakizaki aparece reducida (Frese y cols., 2009). El tratamiento diario
con melatonina (2.5 mg/ Kg, durante 9 semanas) provocé un
aumento a largo plazo en las concentraciones plasmaticas de
melatonina, a la vez que redujo significativamente las de insulina en
estos animales (Peschkey cols., 2007). Previamente, Sartoriy cols.,
2009 encontraron resultados similares tras el tratamiento diario con
melatonina (100 mg/ Kg, durante 8 semanas) aratones con dietarica



en grasa. Aparte de la reduccién de la hiperinsulinemia, el
tratamiento crénico con melatonina a ratas diabéticas tipo 2, con
dosis mucho mas bajas pero durante un periodo muy largo, (1.1 mg/
Kg , por dia y durante 30 semanas) reduce la hiperlipidemiay la
hiperleptinemia (Nishiday cols., 2002).

Otro estudio reciente demuestra que el tratamiento oral
con melatonina (administrada en el agua de bebida, 10 mg/Kg) tiene
un efecto antidiabético en un modelo experimental de diabetes de
tipo 2, ratas jévenes ZDF (ratas Zucker obesas y diabéticas). Este
efecto es probablemente la consecuencia de una mejoria tanto en la
secrecién de insulina como de su accién, ademas de provocar otros
beneficios sobre el metabolismo como, por ejemplo, unaumento de
adiponectina y una reduccién en las concentraciones séricas de
acidos grasos libres (Agil y cols., 2012). Estos datos corroboran los
de otros autores y ponen de manifiesto, de nuevo, un claro
antagonismo melatonina-insulina. Peschke y cols. (2012) proponen
que el factor clave que controla la relaciéon entre ambas hormonas
son las catecolaminas, basdndose en los resultados obtenidos en un
estudio llevado a cabo en diferentes modelos experimentales de
DBT2 y DBTI, ya que en el caso de DBT2 en ratas Goto Kakizaki,
tanto las concentraciones de catecolaminas como las de melatonina
permanecen bajas mientras que se produce hiperinsulinemia.
Contrariamente, en el caso del tipo | (ratas tratadas con STZ y ratas
espontaneamente diabéticas LEW.IARI), las catecolaminas
aparecen elevadas a la vez que aumenta la melatonina y disminuye la
insulina. Los autores sugieren que el aumento de melatonina en la
ratas DBT| puede deberse a una respuesta para proteger a las
células 3 frente al dano oxidativo.

Por otro lado, la resistencia a la insulina, al igual que otros
procesos del sindrome metabdlico y la propia obesidad como factor
desencadenante de los mismos, podrian explicarse como
consecuencia de un fallo en el sistema circadiano, como un proceso
patolégico asociado a la “cronodisrupcién” (Garaulet y Madrid,
2010). Ratones mutantes para uno de los principales componentes
del sistema circadiano, el gen “clock”, muestran hiperfagia y
obesidad que desencadena sindrome metabdlico (hiperlipidemia,
hiperglicemia, hiperleptinemia). Ademas, ratones DBT2 muestran
una expresion atenuada de los genes reloj (Kudo y cols., 2004). Es
interesante también que las adipocitocinas, moléculas que
representan una conexién entre el tejido adiposo y el desarrollo de la
diabetes de tipo 2 y el sindrome metabdlico, pierden su ritmicidad en
plasma sanguineo en individuos obesos (Ando y cols., 2005). Ptitsyn
y cols. (2006) llevaron a cabo un estudio en humanos en el que
pusieron de manifiesto que la expresién de los genes reloj BMAL,
CRY y PER2 se correlaciona con algunas caracteristicas del
sindrome metabdlico. Entre las diferentes funciones de la hormona
melatonina, es interesante senalar su caracter cronobidtico, con
capacidad para resincronizar el ritmo circadiano en diferentes
situaciones. El ritmo circadiano de melatonina es importante para la
homeostasis de la glucosa; la desincronizacién de dicho ritmo esta
asociada a varios procesos patolégicos, muchos de ellos
relacionados con la obesidad (Antunes y cols., 2010). Los trabajos a
turnos, por ejemplo, con iluminacién artificial durante la noche
interrumpen el ritmo normal de melatonina. Pan y cols. (2011)
observaron un mayor riesgo de padecer diabetes tipo 2 en mujeres
que durante un periodo de tiempo largo trabajaron a turnos. Por
otro lado, ratas a las que se les practica pinealectomia se vuelven
resistentes a la insulina y muestran hiperglucemia debido a la
ausencia de melatonina (Nogueiray cols., 201 1). Recientemente,
Kennaway y cols. (2012), utilizando ratones mutantes (Clock d 19
+MEL) que mantienen el ritmo circadiano de melatonina han
demostrado que éstos mejoran la sensibilidad a la insulina y
aumentan sus concentraciones plasmaticas de adiponectina.

Un aspecto importante de la melatonina, de cara al uso de
esta hormona en la terapia frente a la diabetes, es su baja toxicidad.
Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el tratamiento
crénico con melatonina, incluso cuando esta hormona se recibe
durante el desarrollo prenatal, ejerce un efecto antigonadotrépico,
inhibitorio sobre el desarrollo puberal, que ha sido descrito por
varios autores en roedores (Maywood y Hastings, 1995; Diazy cols.,

1995, Fernandez y cols., 1995; Diaz y cols., 1999; 2000) y
recientemente corroborado por de Oliveiray cols. (2012).

En conclusién, los datos experimentales que se han
obtenido hasta el momento ponen de manifiesto que la melatonina
puede ser (til en el tratamiento de la diabetes, bien sea a través de su
capacidad antioxidante, a través de la accién directa sobre sus
receptores especificos o bien como cronobiético, pero debido a su
efecto antigonadotrépico ha de tenerse especial precaucién en
niflosy jévenes diabéticos.
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La a-sinucleina es la proteina principal de los cuerpos de Lewy, marcador anatomopatolégico de la enfermedad de Parkinson.
Dicha proteina puede ver alterada su conformacién y adquirir capacidad autoagregante, lo que se relaciona con el depésito de
agregados proteinaceos en las neuronas y podria constituir un factor fisiopatolégico importante en dicha enfermedad. Los
agregados poseen fibrillas de a-sinucleina alterada, y las moléculas se encuentran unidas entre si por enlaces no covalentes y
covalentes. La formacién de enlaces no covalentes se relaciona con el aumento de la concentracién de a-sinucleina, dano
mitocondrial, desestabilizacién neuronal, y fosforilacién en el residuo de serina 129 de la molécula. Los enlaces covalentes se
relacionan con fenémenos oxidativos que acttian sobre la molécula, principalmente peroxidacién y nitrosilacion de los residuos de
tirosina 39, 125, 133y 136. En milaboratorio se ha detectado un aumento de la nitrosilacién en los residuos de tirosina 125/136 en
la a-sinucleina sérica de enfermos de Parkinson. El estudio de esta proteina puede arrojar luz sobre los procesos moleculares que
subyacen en muchas enfermedades neurodegenerativas del tipo a-sinucleinopatias.

La alfa-sinucleina

La a-sinucleina es una proteina de 140 aminoacidos, con
tres regiones diferenciadas. El extremo amino terminal esta cargado
positivamente, el segmento hidrofébico central, entre los residuos
61 290 (también llamado el componente no-amiloideo o NAC), y el
extremo carboxilo que esta cargado negativamente  (Uversky,
2007). Es una proteina de unién a lipidos como lo indica la repeticién
en el extremo amino de la secuencia “de fijacién lipidica” KTKEGV.
La a-sinucleina posee cuatro residuos de tirosina, uno (Y39) cerca
del extremo amino y tres (Y125, Y133, e Y136) cerca del extremo
carboxilo. La figura | muestra un esquema de la proteina. El
mondmero proteico adopta una conformacién colapsada alrededor
del centro hidrofébico, y antes se creifa que cuando la proteina se
unia a membranas o vesiculas con fosfolipidos asumia una estructura
alfa-helicoidal (Ueda y cols., 1993). En 2011 se detecté que la a-
sinucleina fisiolégica no se encuentra en forma monomeérica sino
oligomérica, formando tetrameros, y que en ellos cada cadena
adopta una conformacién alfa-helicoidal (Bartels y cols., 2011;
Wang y cols, 201 |). Estos tetrameros se forman por uniones di-
tirosinicas entre las cadenas (Figura 1), y con dicha disposicién
espacial se localiza la proteina en las neuronas (principalmente en los
terminales presinapticos), pero también en liquido cefalorraquideo,
espacio extracelular neuronal y sangre (Emmanouilidou y cols.,
2011). En sangre el 99% se encuentra unida a la membrana de los
glébulos rojos y el resto en plasma (Barbour y cols., 2008). La
existencia de a-sinucleina en diversos fluidos se relaciona con el
hecho que dicha proteina puede segregarse por las neuronas al
medio extracelular y transportarse de neurona en neurona,
fenédmeno que podria estar involucrado en la progresién de la
neurodegeneracién en la enfermedad de Parkinson (EP).

Las alfa-sinucleinopatias

La EP se incluye actualmente en el grupo de las [lamadas a-
sinucleinopatias, lo que resalta la importancia patogénica de esta
proteina. Este grupo de enfermedades incluye a la enfermedad de
Parkinson, demencia de cuerpos de Lewy (CL), atrofia
multisistémica y enfermedad de Alzheimer. Todas tienen en comun
el depésito anormal de a-sinucleina en el citoplasma o neuritas de
neuronas o de células gliales. En la enfermedad de Parkinsony en la
demencia de cuerpo de Lewy, los depdsitos de a-sinucleina
constituyen el componente principal de los cuerpos de Lewy y de las
neuritas distréficas o de Lewy.

Los cuerpos de Lewy

Los cuerpos de Lewy son agregados intraneuronales
anormales de proteinas. Aparecen como masas esféricas que
desplazan al resto de componentes celulares. Se han descrito dos

variedades: la forma clasica, que es una inclusién eosinofilica con un
centro denso del que irradian fibrillas de 10 nm de diametro y cuyo
componente estructural primario es la a-sinucleina (ademas en los
CL se identifican otras proteinas como ubicuitina, parkina y
neurofilamentos), y la forma cortical. La forma cortical se define
peor, es mas densa Y carece del halo fibrilar, si bien su composicién
proteica es la misma. Las neuritas de Lewy son formaciones
proteinaceas en el neuropilo que cuentan en su composicién con
alfa-sinucleina, y son similares a los CL. Se sabe que los cuerpos de
Lewy se deben a la agregacién de la a-sinucleina, y las etapas de
formacién de estos agregados proteinaceos anormales
comprenden:

|. Aparicién de monémeros de a-sinucleina en disposicién beta-
helicoidal, o protofibrillas.

2. Formacién de oligdmeros de las protofibrillas.

3. Formacién de fibrillas amiloides.

4. Agregacion de las fibrillas en forma de cuerpo de Lewy.

En la enfermedad de Parkinson, tres mutaciones de la proteina
(A30P, E46K, A53T) asi como multiplicaciones del gen SNCA que
codifica la a-sinucleina se relacionan con mayor formacién de
protofibrillas y con EP familiar autosémica dominante (Hardy y cols.,
2009). La agregacion de la a-sinucleina en los cuerpos de Lewy
puede ser no covalente o covalente (Shults, 2006). En la agregacion
no covalente se observan fibrillas de a-sinucleina como bastones de
5-10 nm de diametro (Fink, 2006), similares a las radiaciones de los
CL. Estas fibrillas son insolubles y presentan una estructura beta-
helicoidal (Nielsen y cols, 2001). Estudios in vitro indican que
diversos factores, como la concentracién de proteina y un pH mas
acido, favorecen la formacién de las fibrillas (Lee y cols., 2007), y que
el proceso se basa en la nucleacién (Shahi y cols., 2007), incluso
alrededor de una sola molécula de a-sinucleina (Fink, 2006). En la
agregacién covalente se forman uniones cruzadas principalmente
entre los residuos de tirosina de las moléculas. El estrés oxidativo
juega un papel fundamental en la formacién covalente de enlaces
cruzados, asi como metales como el hierro que aceleran la
formacion de fibrillas amiloides.

Agregacion no covalente de la a-sinucleina

La a-sinucleina fisiolégica, en conformacién tetramérica
alfa-helicoidal, puede ver modificada su estructura en diversas
condiciones patolégicas. Como se ha descrito in vitro, ello
ocasionaria la apariciéon de mondémeros en disposicion de hélice
beta, que poseen alta auto-capacidad proagregante y pueden
formar agregados proteinaceos. Estos agregados se localizan en las
neuronas en forma mas o menos dispersa o bien formando las
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Figura |. La proteina a-sinucleina. Arriba: estructura general de la
proteina, donde se indican los segmentos de “unién a lipidos” en azul, el
segmento hidrofébico NAC (componente no amiloideo) en marrén, y los
distintos residuos de tirosina (residuos Y). Se distinguen también los residuos
con mutaciones (A30P, E46K, A53T) asociadas a un mayor riesgo de padecer
la enfermedad de Parkinson (A, alanina; P, prolina; E, glutamato; K, lisina; T,
treonina). Abajo izquierda: estructura plegada del monémero, colapsado
sobre el segmento NAC, con los residuos de tirosina en color. Abajo derecha:
tetramero con cuatro moléculas de a-sinucleina unidas entre si por residuos
de tirosina.

inclusiones caracteristicas de la EP o cuerpos de Lewy.

El segmento hidrofébico de la molécula es fundamental
para la formacién de agregados pues, en modelos de Drosophila, la
sobreexpresion de a-sinucleina sin segmento hidrofébico no se
acompana de agregacién proteica (Periquet y cols., 2007). Es
interesante saber que la dopamina y sus metabolitos favorecen la
agregacién de o-sinucleina, lo que se podria relacionar con la
especial vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas en la EP
(Conway y cols., 2001). Otro factor proagregante importante es la
concentracién citosélica de a-sinucleina, pues un aumento de la
misma favorece la agregacién, y se ha demostrado, mediante
estudios de genémica, que la expresion del gen SNCA y del ARN de
a-sinucleina esta incrementada en la EP (Jowaed y cols., 2010). El
exceso de a-sinucleina también altera la normal funcionalidad
mitocondrial, afectando a los complejos mitocondriales |y IV (Devi
y cols., 2008). De hecho, se detecta a-sinucleina en las mitocondrias,
cuyas membranas son muy ricas en cardiolipinas que fijan a-
sinucleina (Nakamura y cols., 2011). La alteracién mitocondrial
ejerceria un “circulo vicioso” pues origina la excesiva formacién de
especies reactivas de oxigeno, cuyo efecto oxidativo favoreceria la
agregacién covalente de a-sinucleina y a su vez un mayor dafo
mitocondrial (Betarbet y cols., 2006). La agregacién también se
puede relacionar con un defecto de la degradaciéon de a-sinucleina.
Se ha postulado que existe un defecto de autofagia mediada por
chaperonas y, por tanto, de la degradaciéon de a-sinucleina que
conduce alaagregacion proteicaen laEP (Leey cols., 2004).

La agregacion per se ejerce un efecto de desestabilizacion
neuronal, cuya repercusién en el dafio y muerte neuronal no se
conoce adecuadamente. Los agregados proteinaceos de a-
sinucleina alteran el normal citoesqueleto neuronal, disminuyendo la
polimerizacién de tubulina (Chen y cols., 2007). Ademas, el
segmento NAC de la molécula interacciona directamente con la
tubulina, alterando su capacidad polimerizante. También ocasionan
una excesiva fosforilacién de la proteina tau del citoesqueleto
(Rajput y cols., 2006). Este ultimo hecho se exacerba si ademas
existen defectos de la enzima LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2), lo
que da lugar a mayor desestabilizaciéon de la red microtubular,
formacién de neuritas tipo Lewy y retraccién neuritica. La LRRK2
participa en la remodelaciéon del citoesqueleto, a través de un
dominio GTPasa, y es codificada por el gen PARKS, cuyas variantes
se asocianaun mayor riesgo a sufrir la EP (Rajputy cols., 2006).

Otras modificaciones estructurales de la a-sinucleina que
pueden facilitar su agregacién son la fosforilacién y la ubicuitinacion.
La proteina depositada en los cuerpos de Lewy suele estar

fosforilada en el residuo de serina 129 (Andersony cols., 2006), y ello
facilita la agregacién proteica (Fujiwara y cols., 2002). Es de interés
que la a-sinucleina circulante suele estar normalmente fosforilada,
pero si ello sucede en el residuo de serina-129 se facilita su
agregacion (Fouldsy cols., 201 I). Se ha descrito también defectos en
la ubicuitinacién, lo que podria dificultar la normal degradacién de la
proteina por los proteosomas neuronales (Masuday Tanaka, 2010).

Agregacion covalente oxidativa de la a-sinucleina

El estrés oxidativo puede modificar la estructura de la a-
sinucleina facilitando su agregacién. El estrés oxidativo es aquella
situacién del organismo donde los mecanismos antioxidantes son
inadecuados para eliminar las especies reactivas de oxigeno (ERO) o
de nitrégeno (ERN), bien por exceso de produccién de ERO/ERN o
por defecto de actividad antioxidante, o ambos (Hallwell y
Gutteridge, 1999; Jenner, 2003).

En el caso del estrés oxidativo de tipo peroxidativo, o sea,
por exceso de peréxido de hidrégeno, sucede la agregacion
covalente de a-sinucleina (Olteanu y Pielak, 2004). Este tipo de
estrés ocurre en el interior de la mitocondria neuronal, en la cadena
de citocromos, y se debe a exceso de formacién de ién superoéxido,
que se convierte en H,O, por medio de la superéxido dismutasa
(SOD). Los cambios estructurales dependen de las tirosinas (Y) de
la molécula. La Y39 es esencial para la formacién de fibrillas (Ulrih y
cols., 2008), pero no se requiere para la posterior formacién de
agregado covalente. En este caso parece que la agregacién final en
forma de cuerpo de Lewy depende mas de los residuos cerca del
extremo carboxilo (Y125, Y133, Y139). Se sospecha que el H,0O,
puede escapar hacia el citosol neuronal gracias a poros creados por
la accién deletérea de los agregados de a-sinucleina, agravando el
proceso oxidativo (Shigenagay cols., 1994).

Otro tipo de estrés oxidativo que altera la conformacién
de la a-sinucleina es el nitrosativo. La nitrosilaciéon de proteinas en
residuos de tirosina, dando lugar a proteinas 3-nitrotirosinadas, es
una modificaciéon oxidativa de proteinas secundaria al exceso de
actividad de 6xido nitrico. En la EP se ha demostrado la presencia de
residuos de tirosina nitrados en los principales componentes
proteicos de los cuerpos de Lewy, o sea los neurofilamentos y la alfa-
sinucleina (Ischiropoulos, 2009). En nuestro laboratorio se ha
demostrado que hay signos de estrés nitrosativo selectivo en sangre
de los enfermos de Parkinson, y dicho estrés nitrosativo ocasiona un
cambio en el perfil de nitrosilacién de tirosinas de la a-sinucleina
sérica. Asi hay mayor nitrosilacién de residuos de tirosina en
posiciones 125y 136 (Y125/136) respecto a los niveles de residuos
nitrados en tirosina en posicion 39 (Y39), en enfermos con EP
temprana (Fernandez y cols., 2013). Se sabe que los residuos de a-
sinucleina pueden nitrarse de modo diferencial dando lugar a
diversos efectos. Asi, por ejemplo, la nitrosilacion localizada en Y39
ocasiona una unién reducida de a-sinucleina a vesiculas y un
descenso en la tasa de degradacion de la proteina (Hodara y cols.,
2004). La nitrosilacién excesiva de residuos de tirosina 125/136
aumenta la agregacién de la a-sinucleina (Paxinou y cols., 2001), de
modo que ello nos permite proponer la hipdtesis que el cambio
nitrosativo detectado en el suero de los enfermos podria jugar un
papel patogénico en la agregacién parkinsoniana (Fernandez y cols.,
2013).

En resumen, los enlaces covalentes se relacionan con
fenémenos oxidativos que actlan sobre la molécula de a-sinucleina,
principalmente peroxidacién y nitrosilacién de los residuos de
tirosina 39, 125, 133y 136. La nitrosilacién en residuos Y125 e Y136
parece estar aumentada en la sangre de los enfermos de Parkinson,
lo que podria representar un factor fisiopatolégico de la EP.

Agradecimientos

El autor agradece la revision del manuscrito realizada por
la doctora Lucia Tabares (Universidad de Sevilla) y el doctor José
Chacén (Hospital Infanta Luisa de Sevilla). También agradece la
colaboracién cientifica de los doctores José Manuel Garcia Morenoy
Angel Martin de Pablos (Hospital Macarena de Sevilla), y la excelente
ayuda técnica de Mara Guerra y Silvia Castellano (Universidad de



Sevilla). El trabajo de investigacién ha sido subvencionado por la
Junta de Andalucia (BIO127), y el Ministerio de Sanidad (RETICS,
RD06/001/002; RD06/010/1007; Instituto Carlos Ill, cofinanciado
con FEDER).

Bibliografia.

Anderson JP y cols. (2006) Phosphorylation of Ser-129 is the dominant
pathological modification of a-synuclein in familial and sporadic Lewy body
disease. | Biol Chem 281:29739-29752.

Barbour Ry cols (2008) Red blood cells are the major source of alpha-
synucleinin blood. Neurodegener Dis 5(2):55-59.

Bartels T, Choi |G, Selkoe DJ (201 I) a-Synuclein occurs physiologically as a
helically folded tetramer that resists aggregation. Nature 477(7362):107-
110.

Betarbet R y cols (2006) Intersecting pathways to neurodegeneration in
Parkinson's disease: effects of the pesticide rotenone on DJ-I, alpha-
synuclein, and the ubiquitin-proteasome system. Neurobiol Dis 22(2):404-
420.

Chen L y cols. (2007) Oligomeric alpha-synuclein inhibits tubulin
polymerization. Biochem Biophys Res Commun 356(3):548-553.

Conway KA, Rochet JC, Bieganski RM, Lansbury PT Jr (2001) Kinetic
stabilization of the alpha-synuclein protofibril by a dopamine-alpha-synuclein
adduct. Science 294:1346-1349.

Devi L, Raghavendran V, Prabhu BM, Avadhani NG, Anandatheerthavarada
HK (2008) Mitochondrial import and accumulation of alpha-synuclein impair
complex | in human dopaminergic neuronal cultures and Parkinson disease
brain. ] Biol Chem 283(14):9089-9100.

Emmanouilidou E y cols (2011) Assessment of a-synuclein secretion in
mouse and human brain parenchyma. PLoS One 6(7):e22225.

Fernandez E, Garcia-Moreno JM, Pablos AM, Chacén | (2013) May the
Evaluation of Nitrosative Stress Through Selective Increase of 3-
Nitrotyrosine Proteins Other Than Nitroalbumin and Dominant Tyrosine-
125/136 Nitrosylation of Serum a-Synuclein Serve for Diagnosis of Sporadic
Parkinson's Disease? Antioxid Redox Signal. doi:10.1089/ars.2013.5250.

Fink AL (2006) The aggregation and fibrillation of a-synuclein. Acc Chem
Res 39: 628-634.

Foulds PG y cols. (201 ) Phosphorylated a-synuclein can be detected in
blood plasma and is potentially a useful biomarker for Parkinson's disease.
FASEB| 25(12):4127-37.

Fujiwara H y cols. (2002) Alpha-Synuclein is phosphorylated in alpha-
synucleinopathy lesions. Nat Cell Biol 4: 160—164.

Hallwell B, Gutteridge JMC (1999) Free radicals in biology and Medicine.
Nueva York: Oxford Press.

Hardy |, Lewis B Revesz T, Lees A, Paisan-Ruiz C (2009) The genetics of
Parkinson's syndromes: a critical review. Curr Opin Genet Dev 19(3):254-
265.

Hodara Ry cols. (2004) Functional consequences of alpha-synuclein tyrosine
nitration: diminished binding to lipid vesicles and increased fibril formation. |
Biol Chem 279(46):47746-47753.

Ischiropoulos H (2009) Protein tyrosine nitrosylation--an update. Arch
Biochem Biophys484:117-121,2009.

Jenner P (2003) Oxidative stress in Parkinson's disease. Ann Neurol 53:526-
36.

Jowaed A, Schmitt |, Kaut O, Wiillner U (2010) Methylation regulates alpha-
synuclein expression and is decreased in Parkinson's disease patients' brains. |
Neurosci 30(18):6355-6359.

Lee HJ, Khoshaghideh F, Patel S, Lee S (2004) Clearance of alpha-synuclein
oligomeric intermediates via the lysosomal degradation pathway. | Neurosci
24(8):1888-1896.

Lee CC, Nayak A, Sethuraman A, Belfort G, Mcrae GJ (2007) A three-stage
kinetic model of amyloid fibrillation. Biophys ] 92:3448-3458.

Matsuda N, Tanaka K (2010) Does impairment of the ubiquitin-proteasome
system or the autophagy-lysosome pathway predispose individuals to
neurodegenerative disorders such as Parkinson's disease? | Alzheimers Dis
19:1-9.

Nakamura K y cols (2011) Direct membrane association drives
mitochondrial fission by the Parkinson disease-associated protein alpha-
synuclein. ] Biol Chem 286(23):20710-20726.

Nielsen L y cols (2001) Effect of environmental factors on the kinetics of
insulin fibril formation: Elucidation of the molecular mechanism.
Biochemistry 40: 6036-6046.

OlteanuA, Pielak GJ (2004) Peroxidative aggregation of a-synuclein requires
tyrosines, Protein Sci | 3: 2852-2856.

Paxinou E y cols (2001) Induction of alpha-synuclein aggregation by
intracellular nitrative insult. ] Neurosci 21(20):8053-806 1.

Periquet M, Fulga T, Myllykangas L, Schlossmacher MG, Feany MB (2007)
Aggregated alpha-synuclein mediates dopaminergic neurotoxicity in vivo. |
Neurosci 27(12):3338-3346.

Rajput Ay cols (2006) Parkinsonism, Lrrk2 G2019S, and tau neuropathology.
Neurology 67(8):1506-1508.

Shahi B Sharma R, Sanger S, Kumar 1, Jolly RS (2007) Formation of amyloid
fibrils via longitudinal growth of oligomers. Biochemistry 46: 7365-7373.

Shigenaga MK, Hagen TM, Ames BN (1994) Oxidative damage and
mitochondrial decay in aging, Proc Natl Acad Sci USA 91:10771-10778.

Shults CW (2006) Lewy bodies. Proc Natl Acad Sci USA 103(6):1661-1668.

Uéda Ky cols. (1993) Molecular cloning of cDNA encoding an unrecognized
component of amyloid in Alzheimer disease. Proc Natl Acad Sci USA
90(23):11282-1126.

Ulrih NP, Barry CH, Fink AL (2008) Impact of Tyr to Ala mutations on a-
synuclein fibrillation and structural properties. Biochim Biophys Acta 1782:
581-585.

Uversky VN (2007) Neuropathology, biochemistry, and biophysics of alpha-
synuclein aggregation. ] Neurochem 103(1):17-37.

Wang W y cols (2011) A soluble a-synuclein construct forms a dynamic
tetramer. Proc Natl Acad Sci USA 108(43):17797-17802.

19



Activa el cédigo para obtener las “maximas” prestaciones
en tus aplicaciones de imagen

Rendimiento excepcional ahora
Preparada para tus necesidades futuras
Mas informacion en www.hamamatsucameras.com

PHOTON IS OUR BUSINESS

SiStema Oxylet Panlab | PARVARD

Sistema modular para la medicion del Metabolismo Respiratorio, I ‘
Ingesta y Actividad en animales de laboratorio ol hollSV

AR A-,-L_J"_‘E,T-A-:f‘_n“ll_,u i
I~ Iv-1 A
ELJ{L.‘&_.u.

Actividad

=
il

: A% o o L/
iConsulte nuestra amplia gama de
equipos para fisiologia experimental! @ www.panlab.com




