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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 concentraciéon 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 nitrosilacién de los residuos de
tirosina 39, 125, 133y 136. En mi laboratorio 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 a2 90 (también llamado el componente no-amiloideo o NAC), y el
extremo carboxilo que estd 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 creia que cuando la proteina se
unia a membranas o vesiculas con fosfolipidos asumia una estructura
alfa-helicoidal (Ueda y cols., 1993). En 201 | se detecté que la a-
sinucleina fisiolégica no se encuentra en forma monomérica sino
oligomérica, formando tetrameros, y que en ellos cada cadena
adopta una conformacién alfa-helicoidal (Bartels y cols., 201 1;
Wang y cols, 201 I). Estos tetrameros se forman por uniones di-
tirosinicas entre las cadenas (Figura ), 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.,
201 1). 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,
fenémeno que podria estar involucrado en la progresién de la
neurodegeneracién en laenfermedad de Parkinson (EP).

Las alfa-sinucleinopatias

La EP se incluye actualmente en el grupo de las llamadas o-
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 comin
el depésito anormal de a-sinucleina en el citoplasma o neuritas de
neuronas o de células gliales. En la enfermedad de Parkinson y 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
formaciéon de estos agregados proteindceos 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 agregacién 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
agregacion 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
formacién de fibrillas amiloides.

Agregacion no covalente de la a-sinucleina

La a-sinucleina fisiolégica, en conformacion tetramérica
alfa-helicoidal, puede ver modificada su estructura en diversas
condiciones patolégicas. Como se ha descrito in vitro, ello
ocasionarfa la aparicién de mondmeros en disposicién 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 mondémero, 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
detirosina.

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 agregacion proteica (Periquet y cols., 2007). Es
interesante saber que la dopamina y sus metabolitos favorecen la
agregacién de a-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 expresién 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
agregacion 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 degradacién de a-sinucleina.
Se ha postulado que existe un defecto de autofagia mediada por
chaperonas y, por tanto, de la degradacién de o-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 fosforilacion de la proteina tau del citoesqueleto
(Rajput y cols., 2006). Este dltimo hecho se exacerba si ademas
existen defectos de laenzima LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2), lo
que da lugar a mayor desestabilizaciéon de la red microtubular,
formacién de neuritas tipo Lewy y retraccion neuritica. La LRRK2
participa en la remodelacién del citoesqueleto, a través de un
dominio GTPasa, y es codificada por el gen PARKS, cuyas variantes
se asocian a un mayor riesgo a sufrir la EP (Rajputy cols., 2006).

Otras modificaciones estructurales de la a-sinucleina que
pueden facilitar su agregacion son la fosforilacién y la ubicuitinacién.
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
situacion 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 perdxido 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 formacion 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,0,
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., 201 3). Se sabe que los residuos de a-
sinucleina pueden nitrarse de modo diferencial dando lugar a
diversos efectos. Asi, por ejemplo, la nitrosilacién localizada en Y39
ocasiona una unién reducida de oa-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 agregacion de la a-sinucleina (Paxinou y cols., 2001), de
modo que ello nos permite proponer la hipétesis 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
fenébmenos oxidativos que actian sobre la molécula de a-sinucleina,
principalmente peroxidacién y nitrosilacion 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 podriarepresentar un factor fisiopatolégico de la EP.
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