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1. LA FAMILIA DE LES SINUCLEINES

Les sinucleines pertanyen a una familia de proteines solubles estretament relacionades
que deriven de tres gens diferents, descrits només en vertebrats. Estructuralment es
caracteritzen per un extrem carboxil terminal acidic i per 5 o 6 motius repetits (KTKEGV)
distribuits per I'extrem amino terminal (Giasson i col., 2000; Clayton i George, 1999;
Hashimoto i Mashliah 1999; Goedert, 1999; Trojanowski i col., 1998; Clayton i George,
1998).

Actualment es coneixen 4 membres de la familia de les sinucleines la constitucid
aminoacidica de les quals va de 127 a 140.

La primera sinucleina es va descriure al 1988, després de ser purificada de les
electroplaques del peix Torpedo, aixi com de cervell de rata (Maroteaux i col., 1988) i es
coneix amb el nom d’'a-sinucleina (Giasson i col., 2000; Clayton i George, 1999;
Hashimoto i Mashliah, 1999; Goedert, 1999; Trojanowski i col., 1998; Clayton i George,
1998; Ueda i col., 1993). Més tard, pero, i posterior a I'aillament del peptid NAC (Non
Amyloid Component o component no amiloide) de les plaques senils riques en amiloide
en pacients d’Alzheimer, també es va anomenar component no amiloide (NAC) de la
proteina precursora de les plaques. L'a-sinucleina i el peptid NAC sén idéntics del residu
61 al 95 (Giasson i col., 2000; Clayton i George, 1999; Hashimoto i Mashliah, 1999;
Goedert, 1999; Clayton i George, 1998; Ueda i col., 1993). El gen de l'a-sinucleina es va
mapejar al cromosoma 4q21.3-gq22 (Giasson i col., 2000; Clayton i George, 1999;
Spillantini i col., 1995).

El segon membre de la familia de les sinucleines, la que actualment es coneix com la B-
sinucleina, és altament homologa a la forma a. Originariament es va aillar de cervell
bovi i es va anomenar fosfoneuroproteina-14 degut als seu pes molecular de 14
kilodaltons (Giasson i col., 2000; Clayton i George , 1999; Hashimoto i col., 1999;
Goedert, 1999; Trojanowski i col., 1998; Clayton i George, 1998; Tobe i col., 1992). El
gen de la B-sinucleina es va mapejar al cromosoma 535 (Giasson i col., 2000; Clayton i
George, 1999; Clayton i George, 1998).

Tan la forma p com la forma o es troben localitzades sobretot a la terminal presinaptica,
a més trobar-se al citosol; la forma o és ubiqua, mentre que la forma B és especialment
abundant en telencefal (Shibayama-Imazu i col.,1993; George i col., 1995; Buchman i
col., 1998a; Iwuai i col., 1995a; Irizarri i col., 1996; Giasson i col., 2000; Clayton i
George, 1999; Clayton i George, 1998).
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A part del teixit neural que constitueix el lloc predominant de les sinucleines, aquestes
també s’han caracteritzat en altres teixits, com soén les plaquetes en el cas de l'a-
sinucleina (Hashimoto i col., 1997) i les ceél.lules de Sertoli per la B-sinucleina
(Shibayama-Imazu i col., 1998).

El tercer membre de la familia de les sinucleines, donat que es va aillar d’un teixit de
cancer de mama, va anomenar-se producte gen-especific del cancer de mama (Giasson i
col., 2000; Clayton i George, 1999; Clayton i George, 1998; Ji i col., 1997; Lavedan i
col., 1998). Actualment s’anomena y-sinucleina i, tot i que predomina en el sistema
nervios periferic, també es troba en els ganglis sensorials del cervell i medul.la espinal
(Buchman i col., 1998a,b). Contrariament a les formes a- i B-sinucleina la seva
localitzacié és basicament citosolica. S’ha mapejat al cromosoma 10g23 (Giasson i col.,
2000; Clayton i George, 1999; Ji, 1997; Lavedan i col. 1998). A part del teixit derivat de
cancer de mama i del teixit neural, també podem trobar la forma y en |'epidermis
(Ninkina i col., 1999).

L'4ltim membre de la familia de les sinucleines i també el més desconegut, és la
sinoretina, distribuida igualment per tot el citoplasma, amb un augment d’expressio a la
retina. En cervell s'expressa molt poc (Giasson i col., 2000; Surguchov i col., 1999).
Mentre que l'a-sinucleina esta intimament relacionada amb els mecanismes implicats de
malalties neurodegeneratives, no succeeix el mateix amb les formes beta i gamma
sinucleines. Un resum de la familia de les sinucleines és el que es pot observar a la taula
1.
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Isoforma

de sinucleina °

Gen Huma®

Altres noms*

Referéncies?

Alfa SNCA, NACP (huma) Maroteaux i col.,
4921.3-g22 Sinlefina 1988;Ueda i col.,
(canari) 1993;George i col,
1995;Polymeropoulos
et al., 1997
Beta SNCB, 5935 PNP-14 Nakajo et al., 1990;
Jakes et al., 1994
Gamma SNCG, BCSG-1, Akopian and Wood,
10g23.2-g23.3 persina 1995;Ji et al., 1997;
Lavedanet al., 1998;
Ninkina
et al., 1998
Sinoretina ? d-sinucleina Surguchov A et al, 1999

Taula 1. Nomenclatura dels gens de la sinucleina i proteines

S’han identificat tres gens en vertebrats que produeixen sinucleines estretament
relacionades, les quals  posteriorment s’han anomenat alfa, beta i gamma sinucleina.

b Nom i localitzaci6 cromosomica donada per la base de dades OMIM (Online Mendelian
Inheritance). ¢ Tal com s’han anomenata la literatura abans de convergir en el hom de
sinucleines.d Primeres citacions a través d’identificacions diferents dels gens i de les
proteines de la sinucleina (de Silva i col., 2000).

2. L'a~-SINUCLEINA

2.1 Estructura de la sinucleina

Un bon punt d’inici per estudiar la funci6 de la sinucleina és considerar la seva
estructura, la qual és molt distintiva, ordenada i molt conservada dins dels vertebrats
(Clayton i George, 1998). Totes tres isoformes de sinucleina comparteixen el mateix
disseny modular (Fig.1). Els primers dos tercos de la seqiéncia (90 residus) estan
organitzats al voltant d’un motiu amfipatic, que es repeteix cada 11 residus. La resta de
domini C-terminal esta ordenat de manera menys Obvia perd generalment és acidic, amb
preponderancia pels residus de glutamat. La cisteina i el triptofan sén dos residus

oxidables que es troben conspicuament absents a totes les sinucleines .
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A30P A53T
(g88c) (g205a)
Exo6 3 Ex6 4 Ex6 5 | Ex6 6 | Ex67
1 140
Domini Hélixa d’'unid a lipids classe A2 NAC Domini acidic

<& »
< »

Domini d’homologia 14-3-3
+“—>
FABP

Fig. 1 Seqiiéncia i dominis de lI'a-sinucleina. Es mostren I'alineament per espécies, les dues
mutacions assciades al PD (A30P i A53T),acetilacié postraduccional, llocs de fosforilacié i de
nitracié en humans. La proteina a-sinucleina té 140 residus i és altament conservada entre
espécies. Entre la forma humana i la de ratoli només difereixen set residus, i entre el ratoli

i la rata noméshi ha la diferéncia del residu 121. La Drosophila no té gen endogen per |'a-
sinucleina (De Silva i col., 2000)

Aquest esquema de seqléncia és similar per les tres isoformes de sinucleina i les
diferéncies que existeixen entre elles sén bastant subtils. La seqliéncia de l'isoforma
gamma divergeix sobretot en la cla acidica, que és una mica més curta (30 vs 40-43
residus) i perd la clia de tirosines de la part terminal caracteristica de les isoformes alfa
i beta.

Quan es dissolt a-sinucleina recombinant en medi aquds i s’analitza per dicroisme
circular, les cadenes individuals no adopten una estructura secundaria uniforme o
consistent, sind que, més aviat queden de forma “nativament desplegada” (Weinreb i
col., 1996). En preséncia de fosfolipids acidics, pero, les cadenes s’estabilitzen en una
conformacié que majoritariament és d’hélix alfa (Davidson i col., 1998). La formacio
d’'una helix alfa depenent de fosfolipids es va predir en base a la periodocitat tipica dels
11 residus de la seqiéncia i a la organitzacié amfipatica de residus especifics (George i
col., 1995). Concretament l'estructura secundaria ve definida per 2 cadenes d’hélix alfa
interrompudes per un petit bucle (Chandra i col., 2003). A més d’aquests dominis N-
terminals d’hélix alfa (residus 1-67), l'a-sinucleina té una part hidrofobica central
(residus 61-95), i una regié C-terminal (residus 96-140) rica en prolina i en els residus
acidics glutamat i aspartat. El domini heélix alfa N-terminal inclou un hexamer molt
conservat en totes les espécies (KTKEGV) que ddéna a l'a-sinucleina els trets estructurals
amfipatics de les apolipoproteines classe A2, les quals per poder actuar com a portadors

de lipids extracel.lulars, interaccionen de forma reversible amb mol.lécules lipidiques
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(Segrest i col., 1992). En l'a-sinucleina aquest domini seria el responsable de donar-li
una conformacié helicoidal estable per la unié d’agquesta amb miscel.les lipidiques
(Weinreb i col., 1996; Davidson i col., 1998), igual com de la uni6é débil de la sinucleina
amb les vesicules sinaptiques (Jensen i col., 1998) i també de la capacitat que té l'a-
sinucleina de desfer bicapes lipidiques (Jo i col., 2000). Contrariament a les
apolipoproteines, pero, la seqléncia de les sinucleines esta molt més conservada en totes
les espécies, suggerint-se una funci6 molt més transcendental que la de unir lipids de
forma reversible.

La part central de l'a-sinucleina (residus 61-95) es coneix com el component no-Ap de les
plaques (NACP) (Ueda i col., 1993). Comprén la part altament amiloidogénica de la
moléecula (Ueda i col., 1993; Han i col., 1995) responsable de I'habilitat que té l'a-
sinucleina per (@) canviar de conformacié desestructurada a full p (Serpell i col., 2000;
El-Agnaf i Irvine, 2000), (b) per formar fulls B cilindrics (Perutz i col., 2002) i (c) per
formar protofibril.les semblants a I’Ap i fibril.les (Harper i col., 1997a,b; Walsh i col.,
1997,1999; Conway i col., 1998; Hashimoto i col., 1998; El-Agnaf i col., 1998; Giasson i
col., 1999,2001; Harper i col., 1999; Narhi i col., 1999; Conway i col., 2000b; el-Agnaf i
Irvine, 2000,2002; Ding i col., 2002). Aquests trets distingeixen l'a-sinucleina de la
forma B i y les quals son incapaces de copolimeritzar (Biere i col., 2000).

L'extrem C-terminal sembla ser critic per l'activitat chaperona de l'a-sinucleina (Kim i
col., 2000; Souza i col., 2000a; Park i col., 2002a).

Per espectroscopia NMR de l'‘asinucleina en solucié s’ha demostrat que l'extrem C-
terminal roman lliure i desplegat i no s’associa amb vesicules o miscel.les (Eliezer i col.,
2001). A més, és una de les 2 regions de l'a-sinucleina (residus 2-19 i 123-140) que
presenta semblanca amb les FABPs citosoliques (Fatty Acid Binding Protein o proteines
d’unidé a acids grassos). Aquest fet ha portat a classificar I'a-sinucleina com a una nova
FBAP (Sharon i col., 2001), paper que es reafirma demostrant la interaccié de l'a-
sinucleina amb acids grassos per tal de regular la formacié d‘oligomers altament
insolubles (Sharon i col., 2003).

Aixi doncs, aparentment la sinucleina existeix en una varietat de conformacions a la
natura: en una conformacié nativament desplegada en solucié aquosa, com a heélix alfa
en presencia de fosfolipids acidics, com a full beta en els agregats insolubles dels cossos
de Lewy, i probablement en altres conformacions en agregats d’elevat pes mol.lecular
que s’han observat ocasionalment en cervells normals (Nakajo i col., 1990; Maroteaux i
Scheller, 1991; Shibayama-Imazu i col., 1993; Georges i col., 1995). Aquest tret
suggereix que l'estructura de la proteina a la cél.lula és altament dinamica i depenent de
context. Donada la gran conservacié de seqliencia que existeix entre espécies, aquesta

plasticitat estructural tindria un paper central en la funcié de la proteina.
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2.2 Geneética de I'a- sinucleina

L'a-sinucleina va esdevenir neurologicament més interessant quan al 1997 se |li va
detectar una mutacié relacionada amb una forma primerenca poc comu de la malaltia de
Parkinson en la que es substituia un unic nucleotid (Polymeropoulos i col., 1997).
Aguesta mutacidé puntual consisteix en una substitucid d’'una alanina per una treonina al
residu 53 (A53T). Va ser la primera identificacid d'un al.lel genétic especific amb un
paper causal a la malaltia de Parkinson. De forma molt propera en el temps, a I'any 1998
en una familia alemana no relacionada amb les families anteriors, es va descobrir una
segona mutacid, concretament la substitucid d’una alanina per una prolina en el residu
30 (A30P) (Kruger i col., 1998). Aquesta mutacio s’ha localitzat també a la mateixa zona
de l'a-sinucleina que la mutacié A53T. Molt recentment, en una familia del Pais Basc, s’ha
descobert una altra mutacié en el gen de l'a-sinucleina que consisteix en la substitucid
d’un acid glutamic per una lisina (E46K) en la posicié 46 (Zarranz i col., 2004).

Els tres tipus de mutacions es troben en la regié que comprenen les repeticions
imperfectes de 6 aminoacids, separades per 11 aminoacids, properes a l’extrem N-
terminal. Les tres mutacions puntuals sén dominants, per tant estan més properes a
produir un guany d’una funcié toxica que una perdua de funcio.

La nova mutacié descrita per Zarranz i col. és la primera de les tres a substituir un residu
acid per un de basic, de manera que representa un canvi molt més drastic per
I'estructura mol.lecular de la sinucleina que les altres dues.

La substitucid de I'acid glutamic per la lisina podria afectar de 2 maneres les propietats
fisico-quimiques de |'a-sinucleina. Per una banda el canvi d’una carrega positiva per una
de negativa podria canviar la polaritat de la proteina, afectant I’'habilitat de la sinucleina
d’interaccionar amb lipids, modulant la interaccié de la sinucleina amb els fosfolipids de
membrana i probablement modificant els processos vesiculars com el transit i
alliberament de neurotransmissors (Willingham i col., 2003).

En segon lloc, la introduccié d‘un residu de lisina aporta un lloc adicional per
modificacions covalents potencials com seria el cas de la ubiquitinacié. Aquestes
modificacions post-traduccionals podrien tenir implicacions en I'eliminacié o I'estabilitat
de la proteina, en la tendéncia a agregacid, en la interaccid amb altres proteines o bé, en
la seva distribucié intracel.lular (Takahashi i col., 2002; Takahashi i col., 2003; Giasson
i col., 2000). De moment el que s’ha proposat fins ara és que aquestes substitucions
alteren l'estructura d’helix alfa, eixamplant-se aixi els fulls beta; d’aquesta manera la
proteina tindria més tendéncia a I'auto-agregacié (Polymeropoulos i col., 1997; Kruger i
col., 1998; Vogel, 1997; Heintz i Zoghbi, 1997).
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2.3 Models amb animals transgénics.

Els mecanismes a partir dels quals una mutacié en el gen de I'a-sinucleina desemboca en
un procés neurodegeneratiu encara es desconeixen, pero el descobriment de la implicacié
d’aquesta en la patofisiologia d’'un nombre important d’alteracions neurodegeneratives,
sobretot en la malaltia de Parkinson, ha plantejat la possibilitat de generar models amb
animals transgénics, per estudiar tan les pérdues com els guanys de funcié que implicaria

una modificacio en el gen de I'a-sinucleina.

2.3.1 Ratolins nuls per a I'a-sinucleina: pérdua de funcié

Una de les hipotesis que es formulen respecte I'efecte de la mutacio en el gen huma de
I'a-sinucleina gira entorn d’un paper negatiu dominant com a forma d’expressié de la
proteina humana mutada. Aleshores, en l'estat patoldgic hereditari, I'activitat de la
proteina normal esdevindria disminuida.

Basant-se doncs en aquesta hipotesi, Abeilovich i col. van generar un model animal en
ratolins en els quals se’ls havien eliminat els dos primers exons del gen de l'a-sinucleina,
que codificaven pels aminoacids de I'1 al 41 i per sobre de seqléncies no traduides, de
manera que la transcripcid del gen quedava totalment bloquejada (Abeilovich i col.,
2000). Els ratolins mutats resultants, tan homozigots com heterozigots eren viables, de
mida normal i fertils sense presentar cap anormalitat anatomica important, indicant
d’'aquesta manera que la-sinucleina no és una proteina essencial per al
desenvolupament. Les neurones dopaminérgiques de la substancia negra tenien una
aparenca tipicament normal aixi com una densitat normal de projeccions
dopamineérgiques a l'estriat. L'eliminacié de I'a-sinucleina no resulta tampoc en canvis en
I'expressid o distribucié de les proteines sinaptiques vesiculars.

Tot i la manca d’anomalies morfoldgiques, els animals nuls per I'a-sinucleina pateixen
importants deficits neuroquimics, electrofisiologics i de comportament. Els models amb
animals transgénics mutats per l'a- sinucleina han servit per estudiar el seu paper en la
malaltia del Parkinson, arribant-se a conclusions sorprenents. Mentre que mutacions en
altres gens poden resultar en la proteina malmesa conduint a una pérdua de funcié o a
proteines inactives, els estudis en l‘a-sinucleina mostren fins ara que els efectes
perjudicials ocasionats per una mutacié resultarien en un guany de funcid; la perdua d'a-
sinucleina sembla tenir efectes minims durant el desenvolupament. Estudis
complementaris tan en Drosophila com en linies transgéniques de ratoli mostren que una
sobreexpressio, tan de la forma mutada com de la forma no mutada de |'a-sinucleina pot
resultar en la degeneracio de les neurones dopaminérgiques; tot i aixi, no tots el models

de ratolins transgénics desenvolupen déficits dopaminergics (Maries i col., 2003).
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Aixi doncs, els ratolins knock-out per l'a-sinucleina sén fértils i semblen normals, i el
desenvolupament del sistema dopaminérgic és comparable al dels animals salvatges
(Abeliovich i col., 2000; Cabin i col., 2002).

2.3.2 Ratolins transgénics per l'a-sinucleina: models genétics de guany de
funcio.

La finalitat que es persegueix amb els models transgenics de guany de funcid, és la de
provar si la sobreexpressié de la proteina normal o anormal és la responsable de la
patologia. El patré d’heréncia dominant de 'a-sinucleina lligada a la malaltia de Parkinson
i a la Deméncia amb Cossos de Lewy, present tant en els casos familiars com esporadics
indica que la toxicitat de l'a-sinucleina estaria involucrada en la patogénesi, esperant-se
doncs que les mutacions de l'a-sinucleina condueixin a la degeneracié de les neurones
dopaminérgiques de forma analoga a com succeeix en pacients humans. Aquest fet ha
conduit a la generaciéo de models amb ratolins transgenics portadors de moltres copies de
I'a-sinucleina mutada sota el control de diferents promotors especifics de neurones (Thy1
o PDGF (per I'expressié en neurones en general o bé tirosina hidroxilasa per I'expressio
especifica en neurones catecolaminérgiques)). En alguns casos, enlloc de sobreexpressar
la forma mutada, s’ha sobreexpressat la forma no mutada de l'a-sinucleina (Abeilovich i
col., 2000; Van der Putten i col., 2000; Kahle i col., 2000; Rathke-Hartlieb i col., 2001;
Matsuoka i col., 2001; Feany i col., 2000).

La primera linia de ratolins transgénics per l'a-sinucleina (Mashliah i col., 2000) sembla
gue recull de forma majoritaria tots els fendomens patologics humans de la via de |'estriat,
incloent les inclusions neuronals positives tant per la ubiqlitina com per la sinucleina,
una reduccié de marcadors dopaminergics de |'estriat i déficits en el sistema motor.

Tot i que alguns d’aquest fenotips es desenvolupen mol aviat en el temps,
aproximadament als dos mesos d’edat, aquests van esdevenint més greus de forma
progressiva, suggerint-se aixi una dependéncia de la progressié de la malaltia amb I'edat.
No s’han trobat péerdues de les neurones de la substancia negra i les inclusions tampoc
presenten les tipiques inclusions fibril.lars. A banda d’aquest resultats i a partir d’analisis
d’altres linies transgéniques de ratoli s’han obtingut resultats contradictoris, com per
exemple els corresponents als estudis en els que s’ha sobreexpressat l'a-sinucleina
humana i la forma mutada A53T sota el domini del promotor especific neuronal Thy1.
S’han trobat acumulacions granulars no fibril.lars en diferents tipus cel.lulars, sobretot a
les neurones motores de la medul.la espinal, on aquest diposits es correlacionen amb
signes de degeneracié a neurones motores, denervacié i aprimament de les terminals
nervioses en les unions neuromusculars juntament amb una incapacitat progressiva de

generar moviment, suggerint-se aixi que I'acumulacié d’a-sinucleina, tan la forma normal
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com la forma mutada podria resultar en la mort de diferents poblacions cel.lulars (Van
der Putten i col., 2000). De forma sorprenent pero, la sobreexpressié de l'altra forma
mutada d’a-sinucleina, A30P sota el control del mateix promotor Thyl no sembla que
resulti en alteracions motores ni en el moviment o en la péerdua de marcadors
dopaminérgic (Kahle i col., 2000); Rathke-Hartlieb i col., 2001). En un altre model de
ratolins transgenics també s’ha expressat la forma A30P de l'a-sinucleina perd aquesta
vegada sota el control del promotor de tirosina hidroxilasa. No s’han trobat inclusions
tipus cossos de Lewy ni alteracions en el parametres nigroestriatals com el nombre de
neurones dopaminergiques, concentracié de catecolamines o el test de rotacid, tot i
I'elevada sobreexpressido d’a-sinucleina (Rathke-Hartlieb i col., 2001; Matsuoka i col.,
2001). Aixi doncs tots aquest resultats suggereixen que tan els nivells d’expressioé del
transgen com el rerefons geneétic jugarien un paper importantissim en la produccio de
fenotip parkinsonia.

Un tret important que cal destacar és que en tots els ratolins transgeénics en els que
s’han trobat acumulacions similars als cossos de Lewy, aquests eren granular i els
mancava el component fiblil.lar. Aix0 suggereix que l'acumulacié d’a-sinucleina no és
suficient sind que ha de patir algun tipus de modificacié com l'‘oxidacié o la nitracié
(Przedborski i col., 2001; Paxinou i col., 2001; Conway i col., 2000).

2.3.3 Model genétic a Drosophila.

El model genétic de Drosophila que recentment s’ha generat expressa tan la forma
normal de l'a-sinucleina com les formes mutades associades a la malaltia de Parkinson
A30P i A53T. S’han dissenyat diverses linies de mosques transgeniques que expressen
I'a-sinucleina en tipus cel.lulars especifics: en totes les neurones, en les neurones de la
retina, o només en les cel.lules dopaminérgiques (Feany i col., 2000). Cal destacar que
quan s’expressen tan la forma normal com la forma mutada de l'‘a-sinucleina en
neurones apareixen acumulacions semblants als cossos de Lewy positives per l'a-
sinucleina i s‘observa neurodegeneracid en les que son positives per a tirosina
hidroxilasa. A més a més, les mosques que sobreexpressen |'a-sinucleina desenvolupen
alteracions motores que progressen amb el temps. L'expressio de totes les formes
humanes d’a-sinucleina genera degeneracié progressiva en les cél.lules fotorreceptores.
Aquest fenotip de l'ull representa un gran aveng metodologic ja que es tracta d’un
fenomen extern, detectable i permet la millora d'un sistema de cribatge geneétic per a
gens modificadors, supressors o potenciadors que podrien epistassicament alterar
I'expressivitat de la patologia, modificant-ne tan el grau com I’'edat d’aparicidé. Aquest fet
porta a la identificacié de molécules que podrien interaccionar amb l‘a-sinucleina, o bé,

formar part de la mateixa via cel.lular. Aixi doncs el model de Drosophila és molt
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interessant pero té el problema de la manca d’a-sinucleina endogena per aquests
animals, i per tant fa dificil I'extrapolacio dels resultats obtinguts a humans.

Estudis fets a Drosophila de linies que sobreexpressen la forma no mutada i linies que
sobreexpressen la mutacié A53T desenvolupen la patologia dels cossos de Lewy i tenen
un patré adult de pérdua de neurones dopaminérgiques. S’ha trobat un efecte similar en
ratolins transgenics que expressen tan la forma mutada com la forma no mutada de l'a-
sinucleina; aquestes linies desenvolupen diferents graus de la patologia i anormalitats
basades en la sinucleina, amb importants canvis en les tasques locomotores del
comportament (Maries i col., 2003).

Aguestes mutacions no s’han trobat en analisis posteriors d’altres grups de pacients amb
malaltia de Parkinson d’arreu del mén, i no sembla que estiguin lligades a les formes
esporadiques de la malaltia (El-Agnaf i col., 1998b; Farrer i col., 1998; Higuchi i col.,
1998; Ho i Kung, 1998; Lucotte i col., 1998; Warner i Schapira, 1998; Hu i col., 1999).
No obstant, tot i que la mutacid genética de l'a-sinucleina sigui una causa molt poc
freqlient de la malaltia de Parkinson, la proteina normal s’ha vist implicada sobretot en
formes comuns d’aquesta malaltia a partir d’ un altre criteri: I'a-sinucleina sembla ser el
component més important dels cossos de Lewy (Spillantini i col., 1997; Wakabayashi i
col., 1997; Irizarri i col., 1998; Spillantini i col., 1998b; Giasson i col., 1999).
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Ratolins Mosques TG Ratolins Ratolins Ratolins Ratolins Ratolins

ko TG TG TG TG TG
Promotor Ddc/elav/gmr PDGFp Thy1 Thy1 TH T

Forma d’a- WT/A30P/A53T  WT WT/A30P A53T WT/A30P/A53T  A30P
sinucleina
humana

Fenotips

Fenotip
dopaminér-
gic

*Pérdua de No Si No No ND No No
neurones DA
*Pérduade No NA Si ND ND ND ND
terminals
nervioses DA
* Disminucié | Si NA NDP No ND No No
en el
contingut de
DA

Diposits d’a
- sinucleina
*Neurites NA Si Si Si Si© No Si
distrofiques
*Cossos de NA Si Si Si Si© Sic No
Lewy
Fenotip de
défict
motor
*Alteracio No Si Si Si Si No No
motora
Progressivi- | ND Si Si Si Si¢ ND ND
tat

TAULA 2. Models animals d’a-sinucleinopatia. PDGFB i Thy 1 sén promotors panneuronals. El promotor TH
condueix I'expressid del transgen en les neurones catecolaminéergiques. Els promotors de mosca Dcd, elav, i gmr
conduixen l'expressié del trasngen en nurones dopaminérgiques, del cervell i d’ulls respectivament b) pero
activitat TH reduida c)EIl fenotip esta descrit a les neurones motores, perd no a les de la substancia negra ND, no
determinat; NA, no aplicable; TG, trasngénic; KO, knockout ;WT, wild-type (Pérez-Sanchez F i col., 2002)

2.4. Els cossos de Lewy

Les neurones en estat degeneratiu de cervells afectats per alguna sinucleinopatia
presenten unes inclusions tipiques anomenades Cossos de Lewy (LB). Els cossos de Lewy
son inclusions intraneuronals altament insolubles, essent I'a-sinucleina el seu component
principal, d’aqui el nom de sinucleinopaties. Sén les seglients (taula 3): la malaltia de
Parkinson (PD), la forma pura i la forma comd de la deméncia amb cossos de Lewy
(DLBp i DLBc respectivament) (Iseki i col., 1998; Takeda i col., 1998; Arai i col., 1999;
Baba i col., 1998; Spillantini i col., 1998b), el Sindrome de Down (Lippa i col., 1999) i la
malaltia d’Alzheimer (Lippa i col., 1998; Trojanowski i col., 1998). En un grup apart, pero
dins de les sinucleinopaties existeix un altre tipus de malaltia neurodegenerativa, en la

gue tan els oligodendrocits com les neurones presenten inclusions citoplasmatiques amb
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la sinucleina com a component principal, es tracta de I’Atrofia Multisistemica (MSA)
(Arima i col., 1998a; Spillantini i col., 1998a; Wakabayashi i col., 1998a,b).

Sinucleinopaties

Malaltia de Parkinson (PD)
Esporadica
Familiar amb l'a-sinucleina mutada
Familiar amb altres proteines mutades a part de l'a-sinucleina
Demeéncia amb cossos de Lewy (DLB)
Demeéncia amb cossos de Lewy forma pura
Deméncia amb cossos de Lewy forma comu (amb
Caracteristiques de la malaltia d’Alzheimer)
Malaltia d’Alzheimer familiar amb mutacions a I’APP
Malaltia d’Alzheimer familiar amb mutacions a PS-1
Malaltia d’Alzheimer familiar amb mutacions PS-2
Sindrome de Down
Atrofia sistémica multiple (MSA)
Sindrome shy-Drager
Degeneracio a la substancia negra
Atrofia olivopontocerebel.lar
Acumulacié de Ferro al cervell, amb neurodegeneracio tipus 1
Sindrome Hallervorden-Spatz
Distrofia neuroaxonal
Altres patologies que poden tenir lesions a-sinucleina-immunoreactives
Alteracié traumatica del cervell
Malaltia de Pick
Esclerosi Lateral Amiotrofica

Taula 3. Classificacié de les sinucleinopaties. APP: Proteina precursora de

I'amiloide. PS-1 i PS-2: presenilina-1i -2 (Galvin i col., 2001).
Ultraestructuralment la distribucid neuronal i glial de les inclusions d’a-sinucleina depén
del tipus de malaltia. En neurones es troben en les neurites distrofiques anomenades
neurites de Lewy (Irizarri i col., 1998; Spillantini i col., 1998a,b; Braak i col., 1999,
Duda i col., 2002a,b) i en el pericari neuronal, anomenat-se cossos de Lewy (Forno i col.,
1996; Wakabayashi i col., 1997; Spillantini i col., 1997; Baba i col., 1998; Ince i col.,
1998; Mezey i col., 1998; Takeda i col., 1998; Irizarry i col., 1998; Spillantini i col.,
1998a,b; Braak i col., 1999). Alguns agregats d’a-sinucleina també es poden trobar
extracel.lularment (Den Hartog i Bethlem, 1960; Togo i col., 2001).
En neurones la localitzacid intracel.lular d’inclusions insolubles d’a-sinucleina que, a més,
son resisitents a proteases (Neumann i col., 2002) contrasta altament amb la sinucleina
que en condicions normals es pot trobar de forma soluble a la terminal pre-sinaptica. En
algunes malalties com I'Atrofia Multisittmica (MSA) els agregats d’a-sinucleina es
presenten sobretot en forma d‘inclusions glials citoplasmatiques (GCI) (Braak i Braak,
1999; Burn i Jaros, 2001). Tot i que també es troben estructures similars als GCI,

immunoreactives per o-sinucelina en altres patologies com la malaltia de Parkinson
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(Hishikawa i col., 2001; Mori i col., 2002; Piao i col., 2000,2001) els GCIs sén marcadors
especifics d'MSA.

Morfologicament els cossos de Lewy es divideixen en els LB del tronc de I'encefal i en
els LB corticals. Els primers predominantment es localitzen al tronc de l'encéfal, que
inclou substancia negra i locus ceruleus, igual com el diencéfal. Mitjangant la tincid
d’hematoxilina-eosina (HE) s’identifiquen com a inclusions esfériques eosinofiles amb un
cor central envoltat per un hal.lus més débil. Els LB corticals es localitzen més aviat a les
arees limbiques com son |'amigdala i els cortex entorrinal, insular i cingulat.
Morfologicament poden presentar una forma esferica o irregular, amb una eosinofilia
més lleu que en el cas dels LB del tronc de I'encéfal, i poden no presentar hal.lus ni cor.
Ambdos tipus de LB comparteixen uns filaments intermediaris visibles al microscopi
electronic que tenen un diametre de 7 a 15 nm (filaments-LB) (Duffy i col., 1965). Al
tronc de l'encéfal aquests filaments s‘arrangen de forma molt compacta amb perfils
circulars al centre, i radiats del centre a la periféria (Roy i col., 1969). En canvi en els LB
corticals, els perfils circulars al centre sén rars i els filaments no estan arranjats a la
periféria seguint un patré radial (Kosaka, 1978).

Mitjangant la tincid6 HE sovint és dificil diferenciar els LB corticals d’altres tipus
d’estructures neuronals com les neurofilaments aparellats del neuropil (neurofibrillary
tangles o NFT) i les neurones ovoidals. La millor manera d’identificar-los és fent
immunohistoquimica amb anti-a-sinucleina, o bé, amb anti-ubiquitina (Kuzuhara i col.,
1988), tot i que aquesta ultima no és especifica per la deteccié de les sinucleinopaties
(Leigh i col., 1989). (fig2)
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FIG. 2a Cos de Lewy a la malaltia de Parkinson.
Neurona pigmentada de la pars compacta de la
substancia negra, amb les inclusions citoplasmatiques
tipiques amb un core central i un hal.lus periféric
més palid (Ferrer i col, 2002)

Fig 2b. Inclusions Glials Citoplasmatiques Fig 2c. Neurites distrofiques en cértex
(GCI) en cerebel d’ MSA. Immunohistoquimica cerebral de DLBDc Immunohistoquimica per
per (-sinucleina (Ferrer i col, 2002) ubiqiiitina (Ferrer i col, 2002)
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FIG 3. PROTEINES QUE INTERACCIONEN I/O CO-LOCALITZEN AMB L'a-SINUCLEINA A.
Totes les proteines per les quals esta descrit que interaccionen amb la sinucleina. No es coneix si
les proteines competeixen per un mateix lloc d’unié o si la unié a la sinucleina depén de canvis
conformacionals, o si estracta d’una unid al.lostérica.També esta per resoldre si la interaccid es
produeix en diferents compartiments cel.lulars. Canvis conformacionals deguts a la temperatura o
al pH o bé modificacions post-traduccionals, podrien alterar I'estat d’agregacié de la sinucleina, i en
conseqliéncia les proteins d'unié . A més de lipids, I'a-sinucleina es pot unir a una gran varieta de
proteines incloent la PLD2 (Jenco i col., 1998), UCH-L1 (Liu i col., 2002), parkina (Shimura i col.,
2001), sinfilina (Engelender i col., 1999; Kawamata i col., 2001; Ribeiro i col.,2002), 14-3-3
(Ostrerova i col., 1999; Xu i col., 2002), diferents isoenzims de la PKC, BAD, ERK (Ostrerova i
col., 1999), Rab5A (Sung i col., 2001), el complexe ELK-1/ERK-2 (Iwata i col., 2001a), ERK-
1/2, p38 MAPK, i SAPK/JINK mitogen activated kinases (MAPKs, Iwata i col., 2001b),AB
(Yoshimoto i col., 1995; Jensen i col.,, 1997; Kim i col., 2001), MAP1B (Jensen i col.,
2000),tubulina heterodimeérica perd no la dels microtibuls (Alimi col., 2002; Payton i col., 2001),
tau (Jensen i col., 1999; Lee i col., 1998), TBP-1 (Ghee i col., 2000; Snyder i col., 2003), el
DAT(Torres i col., 2001), el complex mitocondrial IV cytocrom oxidase (Elkon i col., 2002) TH
(Perez etal., 2002), i la calmodulina (Lee etal., 2002a,b,c; Martinez i col., in press). També pot
interaccionar amb cations divalents com el Fe?*, AI**, zn?*, Cu?' i Ca®* (Paik i col., 1997, 1999,
2000; Kim i col., 2000; Souza i col., 2000a,b; Nielsen i col., 2001;Uversky i col., 2001d). Per la
majoria d’aquestes interaccions calen confiramcions per vies independents igual com tampoc esta
clara la seva implicacié patofisioldgica. Només algunes de les proteines interaccionants poden
trobar-se als cossos de Lewy B. Dominis d’interaccié putiatius de I'a-sinucleina responsables de la
uni6 amb els seus lligands i proteines. Els niumeros de les barres corresponen als residus d'a-
sinucleina (Kumlesh i col., 2003).
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Molt abans pero, que al 1997 es reconegués |'a-sinucleina com a component principal de
les inclusions citoplasmatiques esmentades, va ser Friedrich H. Lewy al 1912 qui va
descriure per primera vegada el prototip d‘aquestes inclusions, utilitzant técniques
histologiques, en un cervell afectat de Parkinson, anomenant-les cossos de Lewy.

Des d’aleshores s’han anat estudiant aquestes inclusions i s’hi han vist implicades un
munt de proteines que es mostren a la fig3. Tot i aixi per moltes d’aquestes proteines no
existeixen evidéncies cliniques de la seva implicacié en la formacié dels agregats o en el
desenvolupament de la malaltia des d’un punt de vista patofisioldogic. Només n’existeixen
unes de les quals si que s’evidencia la seva implicacié en les sinucleinopaties i sén: lI'a-
sinucleina, la parkina, UCHL-1, chaperones (Hsp70), lI'ubiqiiitina i el complex del
proteosoma.

Existeixen dues hipotesis predominants respecte la formacié dels cossos de Lewy. D’una
banda una mutacié en el gen de l'a-sinucleina en la forma familiar de la malaltia de
Parkinson, o bé la interaccid6 aberrant d’aquesta amb altres proteines axonals (p.e.
subunitats de neurofilaments) en formes esporadiques de PD o de DLB conduirien a la
precipitacido de l'a-sinucleina amb altres proteines en agregats filamentosos i insolubles
que s’ubiquitinarien formant-se els cossos de Lewy tipics de les esmentades patologies
(Baba i col., 1998).

D’altra banda la descripcidé dels agresomes ha donat peu a una altra etiogénesi per a les
inclusions d’a-sinucleina (Johnston i col., 1998; Wigley i col., 1999; Kopito, 2000).
L'estrés proteolitic és una situacid cel.lular en la qual els nivells de proteines
innecessaries sobrepassa la capacitat d’el.liminacié proteica, degut o bé a un augment en
la produccié de proteines, o bé a alteracions en la proteolisi. Davant d’aquesta situacio
les proteines no degradades esdevenen reacies al reconeixement per part del
proteosoma (Sherman i Goldberg, 2001). S’ha demostrat en linies no neuronals que
aquestes proteines, mitjancant un transport retrograd, viatgen a través dels microtubuls
cap al centrosoma perinuclear (centre organitzador de microtubuls) (Johnston i col.,
1998; Wigley i col.,1999).

En aquest sistema també s'hi recluten tan el complex enzimatic ubiquitina-proteosoma
(UPS), com les proteines d’estrés o heat-shock proteins (Fabuni i col. 2000). Aquests i
altres components, organitzats com a un cor central de particules electrodenses, estan
dins un embolcall d’elements del citoesquelet, que engrandeixen I|‘estructura del
centrosoma formant els agresomes (Johnston i col., 1998; Wigley i col., 1999). Aquest
cossos d’inclusié tenen l'activitat proteolitica augmentada, i es creu que la seva formacié

serveix per a compartimentalitzar i processar aquelles proteines anomales, que
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potencialment sén citotoxiques (Kopito, 2000). Es creu que aquest mecanisme emfatitza
la formacio d’inclusion proteiques tan en condicions normals com patologiques (Kopito,
2000; French i col., 2001; Ma i Lindquist, 2001; Waelter i col., 2001; Hoffner i col.,
2002; Serrando i col., 2002).

Aixi doncs, la formacio dels cossos de Lewy podria representar una resposta relacionada
amb l'agresoma per tal de facilitar I'eliminaci6 de proteines mal degradades i/o
potencialment citotoxiques. A més a més, ambdos tipus d’inclusions presenten una
organitzacié ultrastructural similar, i igual com els agresomes, els cossos de Lewy també
segresten una gran varietat de proteines malmeses, elements del citoesquelet,
components de I'UPS i HSP (Lowe i col., 1990; Ii i col., 1997; Good i col., 1998; Giasson i
col., 2000; Auluck i col., 2002). Donat que l'a-sinucleina és el component principal dels
cossos de Lewy, i donada també la seva predominancia a la terminal sinaptica, es
suggereix un transport retrograd per a formar finalment les inclusions (Spillantini i col.,
1998; Jensen i col., 1999). D'acord amb aquesta hipotesi, s’ha demostrat en linies
cel.lulars que l'a-sinucleina es transporta juntament amb altres proteines per formar

agresomes (Waelter i col., 2001).

2.5. Inclusions citoplasmatiques glials (GCI)

Al 1989 es van decriure unes inclusions argirofiliques en pacients d’Atrofia Multisistémica
(MSA) (Papp i col, 1989). Es van observar per primera vegada mitjancant un tipus
d'impregnacié argéntica desenvolupada per Gallyas (Gallyas, 1971) amb la finalitat de
demostrar canvis neurofibril.lars tiups Alzheimer, i tot i que per la seva configuracio es
podrien confondre amb els filaments del neuropil (neurofibryllay tangles (NFT)), la seva
localitzacié cel.lular, dimensid, ultraestructura, perfil immuncitoquimic i distribucié, sén
totalment diferents (fig 2b). Els GCI, no només s’han observat amb el métode de Gallyas
especific per tenyir inclusions anormals, sind que també s’han observat amb altres
tecniques més barroeres d’impregancid argéentica com el metode de Bielschowsky. La
forma varia de triangular, forma de mitja lluna, oval o conica i ocasionalment en forma
de flama, asseblant-se a les NFT. La seva mida és també variable, sovint ocupant tot el
citoplasma desplacgant el nucli eccéntricament.

Ultraestructuralment son tubulars, compostos d’una paret rodona, més aviat ovoidea,
amb un diametre extern de 20-30 nm., envoltant de forma molt clara una zona central.
La superficie externa dels GCI esta a més a més envoltada per un material granular,
confds, que fa augmentar el seu diametre de 40 a 50 nm. (Papp i col., 1989).

Tan pel microscopi Optic, utilitzant técniques d‘impregancié argéntica i técniques
immunohistoquimiques, com pel microscopi electronic, s’han identificat els

oligodendrocits com les cel.lules hosta dels GCI. Concretament son tres els tipus
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d’oligodendrocits: en cel.lules satel.lit adjacents a les neurones de la substancia gris, en
la variant interfascicular de la substancia blanca i en els oligodendrocits perivasculars de
les arees afectades (Papp i col., 1992).

Immunohistoquimicament uns primers estudis dels GCIs van demostrar la seva
positivitat per ubiquitina, tau i per les formes a- i B- tubulina (Papp i col., 1989).
Recentment s'ha demostrat que [l‘a-sinucleina que es diposita en lesions
sinucleinopatiques esta fosforilada en la Serina 129 (Ser!?). Es a dir que tan en les
inclusions citoplasmatiques glials (GCI) de I’Atrofia Multisistéemica (MSA) (Fujiwara i col.,
2002), com en PD com en DLB hi ha una forta reaccié anti-a-sinucleina en LB corticals
del tronc de I'encéfal, i en les neurites de Lewy, igual com succeeix en en les neurites

distrofiques de la corea de Hungtington.

2.6. Fosforilacio de I'a-sinucleina

La fosforilacio de l'a-sinucleina en Ser129 (Okochi i col., 2002) és un marcador especific
de les lesions sinucleinopatiques (Fujiwara i col., 2002) i a més a més, augmenta la
probabilitat que aquesta formi fibril.les (Fujiwara i col., 2002) de manera comparable als
efectes de les mutacions associades a la malaltia de Parkinson i a I'efecte de I'estres
oxidatiu tal i com ho demostren els experiments realitzats in vitro (Mashlia i col., 2000.;
Lee i col., 2002; Giasson i col., 2002; Baba, i col., 1998). Igual que amb els agregats
proteics d’altres malalties neurodegeneratives les fibril.les d’a-sinucleina també sén
resitents a la digestid per part de la Proteinasa K. Alguns exemples serien la proteina
prionica (PrP) i la proteina p-amiloide (Downing i Lazo, 1999). En canvi la forma B de la
sinucleina, que no és amiloidogénica, és sensible a l'acci6 de la proteinasa K,
probablement degut a la manca d’una regio critica d’aminoacids en el domini NAC (Mori i
col., 2002). A part de I'augment en la fosforilacié que presenta la forma patogénica de
I'a-sinucleina, aquesta, en general, esdevé estretament regulada per mecanismes de
fosforilacié i defosforilacid. En condicions d’equilibri estable, sembla que l'a-sinucleina
esta defosforilada, donat que cal tractament amb inhibidors de fosfatases per a detectar
nivells significatius de fosforilacié (Okochi i col., 2000). De totes maneres la influéncia del
grau de fosforilacié tan en l'estat d’agregacié de l'a-sinucleina, com en la implicacié
funcional, com en el nivell de patogenicitat encara no es coneix, tot i que existeixen
diverses hipotesi al respecte. Aixi com anteriorment s’ha esmentat que la capacitat de
fibrilacié de I'a-sinucleina depén del grau de fosforilacid, d’altra banda es postula que cal
un elevat grau de fosforialcid en tirosina per tal que l'a-sinucleina pugui ser degradada
correctament (Negro i col., 2002). Concretamanet una de les proteines tirosina-
fosforilasa seria Syk (p72Syk) que a més colocalitza amb l'a-sinucleina en cervell de

ratoli (Negro i col., 2001) amb una capacitat de fosforilar I'a-sinucleina predominant
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sobre altres quinases com la CK1, CK2 (Casein Kinases 1 i 2 que fosforilen en serina 87 i
129) (Nakajo i col., 1993; Okochi i col., 2000) i Lyn o Fyn (quinases de la familia Src que
fosforilen també la tirosina 125 de I'extrem carboxil-terminal de I'a-sinucleina (Ellis i col.,
2001; Nakamura i col., 2001). Esta demostrat que la fosforilacid per part de Syk evita
I'agregacio de l'a-sinucleina (Negro i col., 2002). Aixi doncs, depenent de quin aminoacid
estigui fosforilat, predominara un estat menys agregat o més agregat, i per tant, més
patogeénic.

Altres quinases de les quals l'a-sinucleina n’és substrat sén la PKC i la PKA en els dominis
repetits, i els receptors acoblats a proteina G (GRKs) també en la Ser'?° (Pronin i col.,
2000). Aixi doncs, l'a-sinucleina podria estar implicada en les vies de transduccié del
senyal regulades per aquestes quinases. Per exemple, es sap que la fosforilacié de l'a-
sinucleina per part de les GRKs esta influenciada per la preséncia de fosfolipids, i que la
fosforilacié resultant redueix la interaccioé de l'a-sinucleina amb altres fosfolipids i amb la
fosfolipasa D2 (PLD2) (Pronin i col., 2000). Aixi doncs, els GRKs podrien estar regulant
de forma indirecta la PLD2, a través de la fosforilacié de l'a-sinucleina.

Pel que fa a les mutacions associades a la malaltia de Parkinson, tan la A30P, com la

A53T, no s’han trobat indicis que aquestes afectin al grau de fosforilacié de l'a-sinucleina.

2.7. L'a-sinucleina i les vesicules sinaptiques

La transmissié sinaptica comenca amb |'exocitosi de les vesicules sinaptiques durant la
gual les vesicules es fusionen amb la membrana plasmatica alliberant els
neurotrasnmissors. La fusi6 de membranes durant el procés exocitic és un forma de
comunicacié entre les neurones per tal d‘anivellar el balan¢ entre I'emissié de senyals
necessaries i d'evitar processos de fusié innecessaris. Per tal d’‘acomplir aquests
requeriments, les neurones han evolucionat cap a una Uunica i sofisticada xarxa
d’interaccions proteina-proteina que garanteix la fidelitat del bescanvi d’informacié. Una
de les peces clau en la fusio de les vesicules sinaptiques és la rab3a, que serveix per a
seleccionar i limitar el nombre de vesicules alliberades de la mateixa manera que també
regula el trafic vesicular durant la transmissiéo (Simons i Zerial, 1993; Pfeffer, 1994;
LLedd i col., 1994; Fischer von Mollard i col., 1994; Zerial i McBride, 2001). Rab3a
pertany a la familia de proteines rab, que son petits bescanviadors de nucleotids de
guanina (GTP/GDP), en els quals el bescanvi GDP-GTP modifica I'afinitat de la proteina
rab per la membrana (Fischer von Mollard i col., 1994). Les vesicules sinaptiques
contenen 3 isoformes de rab: rab3a que es troba en gairebé totes les sinapsis, almenys
en cervell muri, rab3b i rab3c que només es troben en alguns subtipus de sinapsi
(Fischer von Mollard i col., 1991; 1994; Jahn i Siddhof, 1997). Les isoformes de Rab3

interaccionen amb diferents proteines, com a minim, amb dues proteines efectores: la

30



INTRODUCCIO

rabfiilina-3A (Li i col., 1994; Shirataki i col., 1994) i la Rim (Wang i col., 1997).
Sembla ser que Rab3a no desenvolupa una funcié essencial per a I'organisme, donat que
tan cucs mutats (Nonet i col., 1997), com ratolins també mutats (Geppert i col., 1994),
mancats de rab3a, eren viables. Els experiements en Caenorhabditis elegans nuls per
rab3 tenen menys vesicules sinaptiques, sobretot a la zona activa de la sinapsi, pero
tenen moltes més vesicules a regions ectopiques, de manera que en abséncia de rab3a,
el transport vesicular es troba alterat (Nonet i col., 1997).

Altres estudis fets en ratolins knock-out per Rab3a mostren alteracions en la fusid
vesicular mediada per calci, tot i que la morfologia de la sinapsi sembla normal (Geppert i
col., 1994). Aixi doncs, a rab3a a mamifers i rab3 a C. Elegans, se les situa al final de la
cadena de transport vesicular a la regié de compromis i fusié de les vesicules (Geppert i
col., 1997).

Les vesicules sinaptiques contenen una proteina de membrana que s’anomena rabfilina,
la qual s’uneix selectivament a la forma GTP de rab3a i de rab3c (Li i col., 1994). Els
reduits nivells de rabfilina observats en ratolins knock-out per rab3a, suporten la idea de
la interaccié d’aquesta proteina amb rab3a in vivo (Geppert i col., 1994). A més a més,
la sobreexpressié de rabfilina en ceél.lules cromafins, augmenta de manera considerable
I'alliberament de neurotransmisor, reafirmant el paper de la rabfilina en la exocitosi
(Chung i col., 1995).

Tot i aix0, la funcid de la rabfilina no és essencial per |'accié bioldogica de rab3a, donat
que en ratolins nuls per a rab3a no es produeixen déficits sinaptics (Schlliter i col.,
1999).

Quan s’aillen vesicules sinaptiques de neurones 'a-sinucleina es localitza a la fraccié pre-
sinaptica que és alhora immunoreactiva per la sinaptofisina. Dins de la seva estructura
proteica, la zona que conté un elevat grau de repeticions en l'extrem amino terminal,
altament conservada al llarg de I'evolucid, esta destinada a mediar la interaccié de l'a-
sinucleina amb les vesicules sinaptiques. Quan l'a-sinucleina nativament desplegada
s’uneix a membranes lipidiques (Davidson i col., 1998) o a vesicules de cervell de rata
(Jensen i col., 2001), un 80% de la seva estructura passa a hélix alfa. A més, la forma
mutada A30P de l‘a-sinucleina perd de forma significativa la capacitat d’unir-se a
vesicules (Jensen i col., 2001). Aquesta capacitat d’unir-se a vesicules de l'a-sinucleina
va ser investigada en cultiu primari de neurones d’hipocamp per Murphy i col. (Murphy i
col., 2000) utilitzant una o-sinucleIna anti-sentit, i van trobar que una reduccié en
I'expressid de l‘a-sinucleina conduia a una reduccid selectiva del pool/ vesicular
presinaptic.

Molt recentment al nostre laboratori, utillitzant ratolins transgeénics per l'a-sinucleina hem

trobat una relacié especifica entre aquesta i rab3a (Dalfé i col., 2004). Concretament la
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forma d’a-sinucleina mutada A30P interacciona amb rab3a, de manera que ambdues
proteines jugarien un paper complementari perdo amb funcions diferents dintre del transit
vesicular. Tots aquests fets, aplicats a les sinucleinopaties, impliquen que la disponibilitat
de vesicules compromeses per a lalliberament es veuria compromesa, alterant-se

consequientment la funcié sinaptica i/o iniciant-se la neurodegeneracio.

BA

Fig.4 L'a-sinucleina en la sinapsi. Terminal presinaptica d’'una neurona dopaminérgica en la que
es representa el paper potencial de l'a-sinucleina en I'emmagatzematge de la dopamina (DA) in-
tracel.lular. La dopamina es sintetitza al citoplasma i immediatament després queda segresta-

da en les vesicules monoaminérgiques. Si surt de les vesicules es pot autooxidar per donar peroxid
d’hidrogen (H,0,), radicals superoxid i dopamina quinona, un compost toxic de dopamina. Alternati-
vament pot ser oxidada per la monoaminooxidasa per donar peroxid d’hidrogen i un metabolit

inert, el DOPAC o acid 3,4-dihidroxyfenilacétic. L'a-sinucleina esta fortament enriquida en la
terminal presinaptica, on un 50% esta en forma citosolica, mentre que un altre 50% esta asso-
ciada a les membranes sinaptiques. (Lotharius i Brundin, 2002)

3. ELS RECEPTORS GLUTAMATERGICS I LA TRANSMISSIO SINAPTICA

Els receptors acoblats a proteines G (GPCRs) pertanyen a una gran familia de proteines

amb milers de lligands que van des d’amines bidogenes, péptids, glucoproteines, lipids,
nucleotids i ions (Hamm i col., 1998; Kolakowski i col., 1994). Els GPCRs estan formats
per 7 seqlieéncies que travessen la membrana formant una unitat de reconeixement i de
connexid per a les proteines G. El receptor activat indueix un canvi conformacional a la
subunitat ( de la proteina G, alliberant-se el GDP, amb la immediata unié de GTP, de
manera que es dissocia del receptor i modula diverses vies de transmissidé del senyal
(Martin i col., 1998), com sén |’activacio o inhibicié de les adenilat ciclases, |'activacié de

fosfolipases i la regulacié de canals tan de potassi com de calci (Hamm, 1998).
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Una de les families més grans dels GPCRs és la que correspon a la dels receptors dels
neurotrasnmissors metabotropics que inclou els receptors metabotropics del glutamat i
GABA, els receptors de calci i els receptors per les feromones vomeronasals i del sabor.
Els receptors metabotropics del glutamat (mGluRs) es classifiquen en els grups I, II i III
(Conn i col., 1997; Michaelis i col., 1998; Ozawa i col., 1998). Dins dels receptors del
grup I hi ha mGIuR1 i mGIuR5, associats a la proteina Gg/11. Aquests, després de la unio
del glutamat estimulen la fosfolipasa C B1 (PLCPB1l). Els receptors del grup II i III
inhibeixen I'adenilat ciclasa i activen els canals de potassi associats a proteina (GIRKs).
L'activacié de PLCB1 estimula el bescanvi de fosfatidilinositol (PI). Aixi es produeix la
hidrolisis del fosfatidilinositol1-4,5-bifosfat (PIP2) resultant en la generacié de 2
missatgers intracel.lulars que soén l'inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) i el diacilglicerol (DAG), el
gual promou l'alliberament de calci i I'activacié de la proteina kinasa C (Conn i col., 1997;
Hammond i col., 2003; Pin i Acher, 2002; Rebecchi i Pentyala, 2000; Rhee, 2001).
Curiosament els mGluRs del grup I i del grup III modulen la transmissid sinaptica del
complex estriatopalidal (Smith i col., 2000; Valenti i col., 2003), i l'activacié dels mGIuRs
del grup II inhibeixen I'excitacié sinaptica de la pars reticulata de la substancia negra
(Bradley i col., 2000).

Fig.5. Esquema dels receptors metabotropics del glutamat.
Transmissié del senyal mediada per la PLCB1 (Dale i col, 2002)

En un model de parkinsonisme fet en rata el bloqueig dels mGluRs del grup I inhibeixen
els deéficits acinétics (Breysse i col., 2002; Ossowska i col., 2003). A més a més
existeixen diferents linies d'investigacié que apunten cap a la implicacié dels mGIuRs com

a dianes farmacologiques per al control dels déficits motors a la malaltia de Parkinson
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(Feeley i col., 2003; Pisani i col., 2003). En canvi, practicament es desconeix el paper
dels mGluRs en el cortex cerebral de la DLBD.
4. ESTRES OXIDATIU

Historicament el concepte d’estrés oxidatiu s’ha utilitzat per a indicar un excés de

radicals lliures d'oxigen, que afecten les defenses oxidants amb el conseqlient detriment.
A partir d’aquesta definicio, la detecci6é d’alteracions resultants de les espécies reactives
d’oxigen és indicatiu d’estrés oxidatiu (Markesbery i col., 1996). Les espécies reactives
d’oxigen son un producte derivat del metabolisme oxidatiu cel.lular i es generen al
mitocondri durant la fosforilacié oxidativa amb la produccié de mol.leécules que tenen
electrons desaparellats, com el superoxid (O,7). El superoxid és una mol.lécula de vida
curta que es redueix per la familia d’enzims corresponent a les superoxid dismutases
(SODs) per tal de generar peroxid d’hidrogen (H,0,). La reduccié d'H,0,, per exemple a
través de l'accid6 de cations divalents redox-actius, com ara el ferro, genera radicals
hidroxil (OH) que son radicals lliures potents que portarien a l'alteracié oxidativa de
proteines, lipids i acids nucleics. L'oxid nitric és un altre radical lliure de vida curta amb
toxicitat limitada produit per una familia d’enzims anomenada Oxid nitric sintases. A
partir de la interacci6 amb l'anié superoxid, I'0xid nitric forma el peroxinitrit (ONNO),
que és una altra espécie molt reactiva que pot portar a malmetre macromol.lécules a
través de la nitracié o de la generacidé de radicals lliures.

Les cel.lules han evolucionat per a el.laborar un seguit de defenses anti-oxidants,
incloent SODs, reductases del glutatio i catalases (Markesbery i col, 1996).

La patologia de la malaltia de Parkinson implica degeneracié neurologica en la substancia
negra (SN), acompanyada d’estrés oxidatiu i anomalies mitocondrials (Ebadi i col., 2001;
Zhang i col., 2000). Un dels factors que més contribueix a |'estres oxidatiu és la
produccié endogena de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), un metabolit oxidatiu toxic derivat
de la dopamina (DA). Es sap que la 6-OHDA participa en la produccié de peroxid
d’hidrogen (H,0,) i d’altres espécies d'oxigen reactives (ROS) capaces de destrossar els
aparells tan funcionals com estructurals de la cel.lula dins de la substancia negra (Blum i
col., 2001; Galindo i col., 2003). De forma similar els efectes toxics de la 6-OHDA es
corresponen amb peroxidacio lipidica, pérdua del glutatié endogen i apoptosi neuronal tal
com es demostra per la condensacié nuclear, degradacié de I’ADN (Galindo i col., 2003) i
I'expressid de les proteines c-Fos i c-Jun de resposta primerenca (Giandomenico i col.,
1997). Esta demostrat que l|'estrés oxidatiu provoca neurodegeneracidé inhibint el
complex I de la cadena de transport electronic,c, amb la concomitant disfuncio
mitocondrial (Olanow, 1993). Justament aquesta disfuncié ha estat implicada també en
la patogenesi de la malaltia de Parkinson (Schulz i col., 1999; Schulz i col., 1994; Beal

i col., 1996). Estudis in vitro demostren que |'estrés oxidatiu provoca I'agregacié de l'a-
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sinucleina (Hashimoto i col., 1999), i que aquesta, per si mateixa, és capag¢ de provocar
alteracions mitocondrials fent incrememtar les ROS (espécies reactives d’oxigen) de les

linies cel.lulars neuronals (Hsu i col., 2000)

4.1. L'MPTP i lI'a-sinucleina

A principis dels anys 80 drogadictes del nord de California que prenien heroina sintética
van desenvolupar parkinsonisme agut degut al compost contaminant 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Langston i col.,1983). L'MPTP travessa la barrera
hematoencefalica, on la MAO-B de les neurones astroglials i serotoninérgiques, el
converteix a 1-metil-4-fenil-1,2,3 dihidropiridina (MPP+) (Chiba i col., 1984). La
recaptacié selectiva depenent d’energia de I'MPTP dins les neurones dopaminérgiques i
I'acumulacié en vesicules sinaptiques sén degudes a la selectivitat de la neurotoxina per
les neurones dopaminérgiques (Staal i col., 2000). L'MPP+ lliure citosolic entra al
mitocondri mitjancant un procés depenent d’energia. Els efectes del toxic al mitocondri
son: inhibir del complex I de la cadena mitocondrial o NADH coenzim Q10 reductasa,
disminuir la produccié d’ATP, alterar I'homeostasi del calci i generar radicals lliures. Les
espécies reactives d’oxigen (ROS) activen la caspasa-8 i la cascada de mort apoptotica
(Blum i col., 2001; Schmidt i col., 2001).

L'alliberament del citocrom C del mitocondri al citosol és el principal tret mol.lecular de la
mort cel.lular programada, responsable de |'activacié de les cascades que continuarien el
procés apoptotic. Curiosament s’ha demostrat, in vitro, que el citocrom C promou
I'agregacio de I'a-sinucleina (Hashimoto i col., 1997; Kakimura i col., 2001).

L'MPTP també indueix un dismunucidé del Glutatio reduit (GSH) aixi com un augment en
els nivells de ferro en la pars compacta de la substancia negra. La seva toxicitat es veu
incrementada per deficiencies genetiques de la SOD i dels peroxids de glutatiéo (Zhang i
col., 2000). Ratolins transgénics que tenen una activitat augmentada de SOD al cervell,
s6n més resistents a la toxicitat per MPTP induida en les neurones dopaminérgiques que
els ratolins no transgenics (Przedborski i col., 1992). Aquest fets suggereixen que la
produccié de radicals superoxid tenen un paper clau en la neurotoxicitat de I'MPTP vers
les neurones dopaminérgiques. Tot i aixi, els radicals superoxid sén molt poc reactius i
s’ha acceptat de forma general que no tenen un paper important en la generacio
d’alteracions de forma directa (Przedborski i col., 2000). Un dels radicals que si que és
molt perillds a nivell cel.lular és el peroxinitrit, producte de la reaccié amb I'anié peroxid i
I’0xid nitric. Una de les accions més perilloses del peroxinitrit és atacar els anells fenolics
de les proteines, i en particualr, dels residus de tirosina (Ohshima i col., 1990), per a
formar nitrotirosina. S’ha demostrat en ratolins que I'MPTP augmenta significativament

els nivells de nitrotirosina en l'estriat, tan de la forma lliure com de l'associada a
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proteines (Schulz i col., 1995; Pennathur i col., 1999). La nitrotirosina pot inactivar
enzims i receptors que depenen dels residus de tirosina per a la seva activitat
(Ischiropoulos i col., 1992; Trotti i col., 1996) al mateix temps que evita la fosforilacié
dels residus de tirosina importants per a la transduccié del senyal (Martin i col., 1990;
Kong i col., 1996). Curiosament, I‘a-sinucleina constitueix una altra de les dianes per a la
nitrotirosina. S’ha demostrat en cel.lules HEK293 que l'a-sinucleina salvatge és una diana
selectiva de nitracido després d’exposar les cél.lules a peroxinitrit (Przedborski i col.,
2001). A més a més, després d'una administracié aguda en estriat a ratolins, només l'a-
sinucleina esdevé nitrosilada, i no altres proteines presinaptiques com la sinaptofisina
(Przedborski i col., 2001). Aquestes dades demostren que l‘a-sinucleina és una diana
especifica de |'estrés oxidatiu induit per MPTP, les propietats de la qual esdevindrien
alterades degut a la nitracié de les seves tirosines.

L'administracié d’'MPTP resulta en la mort cel.lular nigroestriatal aixi com en la deplecid
de la dopamina de l'estriat en una gran varietat d’espécies que inclouen ratoli, rata, gat,
gos, ovella i primats (German i col., 1996).

Respecte el tipus de mort ocasionada per I’'MPTP existeixen controvéersies. D'una banda
es suggereix que dosis baixes administrades cronicament d’MPTP/MPP* provoquen
apoptosi, mentre que administracions agudes de dosis més elvades provocarien necrosi
(Nicotra i Parvez, 2000). L'administraci6 aguda d’'MPTP indueix mort cel.lular necrotica
pero no hi ha augment d’‘a-sinucelina, contrariament al qué passa amb I'administracié
cronica d'MPTP, que indueix apoptosi juntament amb un augment en l'expressié d'a-
sinucelina en la substancia negra de ratolins i sangoneres. Aquesta redistribucié de 'a-
sinucelina, de la localitzacié sinaptica habitual al citoplasma, afavoriria la seva agregacio
en les neurones en estat degeneratiu i podria jugar un paper en la toxicitat de I'MPTP
(Kowall i col., 2000; Vila i col., 2001).

Els models amb MPTP han significat un gran avenc en l'estudi de les malalties
neurodegeneratives, i particularment I'"Us d‘animals transgénics, ha portat al
desenvolupament d’estrategies terapeutiques (Vila i col., 2001; Vila i col., 2001).

Per exemple, ratolins deficients en la MAO-B, sén incapacos de transformar I'MPTP a
MPP*, el seu metabolit actiu (Grimsby i col., 1997); aquells deficients en el transportador
de dopamina (DAT) son resistents a la toxicitat per MPTP (Bezard i col., 1999).
Mitjangant microarrays d’ADNCc fets a partir de ratolins transgenics tractats amb MPTP es
van detectar canvis en l'expressié de gens implicat en l'estrés oxidatiu, processos
d'inflamacio, transduccié del senyal i toxicitat per glutamat que sembla que es veu
compensat per una elevada expressié de factors trofics i defenses antioxidants. Tota

aquesta cascada de gens que apareix després d’una exposicié curta a MPTP succeeix
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abans de la mort neuronal de les neurones dopaminérgiques nigroestriatals (Mandel i
col., 2002)

4.2 Rotenona i pesticides

L'administracié cronica sistéemica de baixes dosi del pesticida lipofilic rotenona, inhibidor
del complex I mitocondrial, s’ha vist que provoca deplecié en la dopamina de l'estriat
amb la conseqlient degeneracié i pérdua de les neurones dopaminérgiques de la
substancia negra, associat a hipoquinésia i rigidesa (Betarbet i col., 2000).
Concretament es va estudiar en un model de rata, mitjangant la injeccié intravenosa de
rotenona. Les neurones en degeneracié de la nigra desenvolupen inclusions fibril.lars
citoplasmatiques immunoreactives per ubiquitina i per I'a-sinucleina de forma similar als
cossos de Lewy (Betarbet i col., 2000). Alguns pesticides, dintre dels quals hi hauria la
rotenona i el paraquat, indueixen un canvi conformacional en l'a-sinucleina i n'acceleren
la taxa de formacio de fibril.les in vitro, suggerint-se aixi una de les bases mol.leculars de
la malaltia de Parkinson (Calabresi i col., 1997; Uversky i col., 2001; Sherere i col.,
2002). L'exposicid cronica a dosis subletals de rotenona provoca alteracions oxidatives
tardanes degudes a un alliberament del citocrom C induit per peroxid juntament amb
|'activacio de la caspasa 3, trets que indiquen una alteracié mitocondrial (Sherer i col.,
2002).

4.3 RAGE i I'estres oxidatiu.

Estudis post-mortem de malalts de Parkinson demostren que en la substancia negra, a
més de la inhibicié del complex I mitocondrial (Schapira i col., 1994), els nivells de ferro
estan més elevats (Dexter i col., 1989; Riederer i col, 1988), i existeixen processos de
peroxidacio lipidica (Dexter i col., 1994), aixi com alteracions oxidatives tan a acids
nucleics (Alam i col., 1997), com a proteines (Alam i col., 1997). Existeixen evidéncies
que la majoria dels processos que contribueixen a la patogenesi de la malaltia de
Parkinson, incloent I'estrés oxidatiu, tindrien el seu origen en les ceél.lules glials (Olanow i
col., 1998). La microglia, els macrofags dels sistema nervids central, es troben en estat
ramificat al cervell secretant factors per al creixement de les neurones i astroglia
(Kreutzberg, 1996). El tret més caracteristic de la microglia és la seva rapida activacié
davant de qualsevol alteracié al cervell, infeccid, inflamacié, trauma o isquémia produint-
se una resposta gradual.

L'activacié de la microglia esta associada amb la transformacio de les cél.lules a fagocits
capacos d’alliberar substancies com radicals d’oxigen, oxid nitric, proteases i citoquines
proinflamatories (Lee i col., 2002) com les interleuquines IL-1F, IL-6, i el factor alfa de
necrosi tumoral (TNF-a), que poden provocar tan efectes citotoxics com citopatics en el

sistema nervios central (Dickson i col., 1993). L'estimulacié prolongada o excessiva de la
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microglia inicia una cascada inflamatoria que contribueix a malalties neurodegeneratives
com la malaltia d’Alzheimer o la malaltia de Parkinson (McGeer i col., 1993; Stoll i
Jander, 1999), l'esclerosi multiple (Boyle i McGeer, 1990) i la demeéncia associada al
virus de la immunodeficiéncia adquirida (HIV) (Kaul i col., 2001). Depenent de quin hagi
estat l'estimul activant, la microglia, i en el cas de la malaltia d'Alzheimer també
I'astroglia, secreten un ampli repertori de mol.lécules de la inflamacié (Lue i col., 2001).
De tots els candidats presents al cervell d’ancians, els que aparentment provoquen una
resposta més forta a la microglia son els productes finals de glicosilacioé derivats de sucre
(advanced glycation end-products (AGEs)). La reacci6 no enzimatica dels sucres
reductors o bé la fragmentacié dels productes del sucre amb grups amino lliures déna
lloc als AGE, una de les modificacions proteiques no enzimatiques més comu (Miyata i
col., 1994). Les proteines receptores per els AGE s’‘anomenen RAGE. El RAGE és un
receptor que interacciona amb molts lligands com ara mol.lecules implicades amb
I'homéostasi, desenvolupament i inflamacido en malalties com ara I'’AD o la diabetis. A
part de la seva uni6 amb els AGE, el RAGE també s’uneix a amfoterina,
S100/calgranulina i fibril.les amiloidees (Schmidt i col., 2000; Schmidt i col., 2001). La
proteina RAGE pertany a la superfamilia de les immnunoglobulines I'expressio de la qual
esta augmentada en patologies com la malaltia d’Alzheimer i I'esclerosi multiple (Schmidt
i col., 1999). Immediatament després de la unié del RAGE al seu lligand es generen
espécies reactives d’oxigen, que seran fonamentals pels canvis induits pel RAGE en les
propietats cel.lulars. En el cas de les neurones, l'activacid cel.lular induida pel RAGE
resultaria en ultims termes en la induccié de la mort cel.lular programada (Schmidt i col.,
2000).

5. EL PERQUE DE L'ESTUDI DE L’a-SINUCLEINA: LES o-SINUCLEINOPATIES
5.1. Malaltia de Parkinson

Al 1817 1. Parkinson va definir la malaltia que avui dia porta el seu nom en |'assaig sobre
Shaking Palsy o Paralisis agitans (Parkinson, 1817). La malaltia de Parkinson és una
alteracié neurodegenerativa caracteritzada clinicament per rigidesa, aquinésia, tremolor
basal i inestabilitat postural, deguda a la degeneracié progressiva del sistema
dopaminérgic nigrostriatal aixi com d’altres xarxes neuronals.

La causa: pérdua de les neurones dopaminérgiques de la pars compacta de la substancia
negra i l'aparicid més o menys extesa d’unes inclusions intracitoplasmatiques
anomenades cossos de Lewy (LB) i neurites distrofiques (LN). La deficiencia
dopaminérgica estriatal juntament amb altres déficits bioquimics resultants sén el quadre

clinic que caracteritza la malaltia de Parkinson.
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Epidemioldogicament la malaltia de Parkinson esta distribuida per tot el mén i afecta
ambdds sexes, amb una lleugera predominancia sobre el sexe masculi. On si que hi ha
diferéncies d’afectacié és a nivell racial, donat que la raga blanca té prevaléncia per
damunt dels asiatics i de la raga negra, que és la que presenta un risc menor d’aparicid
de la malaltia (Lang i col., 1998a; Lang i col., 1998b).

5.1.1 Genética de la malaltia de Parkinson

Encara ens queda molt de cami per recérrer per tal de conéixer els mecanismes
mol.leculars que condueixen a la malaltia de Parkinson. A partir del estudis patologics es
sap que hi ha una pérdua selectiva de les neurones dopaminergiques de la substancia
negra, aixi com una denervacié dopaminergica a l|'estriat, perd0 el mecanisme que
condueix a aquesta degeneracié es desconeix. Els gens lligats a la forma familiar de la
malaltia de Parkinson ens ofereixen la possibilitat d’elucidar les vies a través de les quals
es produeix la mort selectiva de les neurones dopaminergiques d’aquests pacients. Fins
avui s’han mapejat 10 loci (PARK 1-10) els qual s’ha vist que estan relacionats amb amb
formes familiars de Parkinson (Bonifati i col. , 2003; Farrer i col., 1999; Funayama i
col., 2002; Hampshire i col., 2001; Hicks i col., 2002; Liu i col., 2002; Polymeropoulos i
col., 1996; Valente i col., 2001; van Duijin i col., 2000). A continuacidé en fem una
descripcio breu.

PARK1 (OMIM 163890) esta localitzat al cromosoma 4g21-22 i mitjancant analisis de
lligament genétic d’'una gran familia italiana/grega/americana que patien una forma de
parkinsonisme autosomic dominant, es va identifiacar la mutacid en l‘a-sinucleina
(Greenmayer i col., 1999).

La mutacié en la posici6 53 de I'Alanina per Threonina (A53T) es va trobar com la
responsable de la forma familiar de PD en aquesta familia (Greenmayer i col., 1999). Per
cribatges genetics adicionals s’ha identificat una altra mutacido a la posicid 30 d‘una
Alanina per una Prolina (A30P) en una familia alemana amb PD familiar (Duda i col.,
2000).Tot i la identificacié d’una altra mutacié molt recent d’'un Glutamic per una Lisina
en la posicié 46 (Glu46Lys) en una familia d’origen Basc (Zarranz i col., 2004), diferents
estudis han demostrat fins ara que la majoria de casos de PD no son deguts a mutacions
o0 a polimorfismes en el gen de l'a-sinucleina (Braak i Braak, 1991; Howells i col., 2000;
Hsu i col., 2000), pero la importancia d’'aquesta proteina en la malaltia de Parkinson ha
guedat sobradament demostrada per la seva preséncia en els cossos de Lewy.

PARK2 (OMIM 602544) localitzat al cromosoma 6q25-27, és el locus corresponent al gen
de la parkina i esta ssociat a una forma autosomica recessiva de parkinsonisme juvenil
(ARJP) descrit per primera vegada al Japo. El gen de la parkina ve codificat per 12 exons

de 1.5 Mb i correspon a una proteina de 465 aminoacids. S’expressa només a |'aparell de
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Golgi, citosol i fraccions microsomals del cervell huma (Shimura i col., 1999). S’associa
amb les membranes de les vesicules sinaptiques i és transportada a la terminal nerviosa
a través del fluxe axoplasmic (Kubo i col., 2001). La parkina és una ubiquitin E3 lligasa
implicada en la degradacid proteica depenent d’ATP del reticle endoplamatic (ERAD)
(Shimura i col., 2000). S’han identificat alguns substrats candidats per aquest proteina.
Son els seglients: CDCrel-1, que és una proteina vesicular sinaptica (Zhang i col., 2000);
I'a-sinucleina 22 (una forma glicosilada d‘a-sinucleina que s’acumula de forma no
ubiquitinada en cervells de parkinson autosomic recessiu (Shimura i col., 1999) i
finalment el receptor Pael, una proteina del reticle endoplasmatic (Imai i col., 2001). La
co-transfeccid de parkina, a-sinucleina i sinfilina resulta en la formacié d’inclusions d’a-
sinucleina ubiquitinada associada amb neurodegeneracié cel.lular (Chung i col., 2001).
PARK3 (OMIM 602404) localitzat al cromosoma 2p13 lligat a una forma autosomica
dominant de la malaltia de Parkinson identificat en algunes families del nord d’Europa
(Gasser i col., 1998). Un estudi recent suggereix que PARK3 podria influenciar tant la
susceptibilitat com I'edat d'aparicié de la malatia de Parkinson (DeStefano i col., 2002).
PARK4 (OMIM 605543) localitzat al cromosoma 4p15 i identificat en una familia d'Towa,
Ameérica, amb trets clinics que anaven des de la forma idiopatica de la malaltia de
Parkinson fins a la demeéncia amb cossos de Lewy (DLB)(Gwin-Hardy i col., 2000). Els
estudis patoldogics mostren un patré dimmunotincié caracteristic per l'a-sinucleina,
incloent cossos de Lewy pleomorfics, inclusions glials d‘a-sinucleina i neurites
distrofiques distribuides (Gwin-Hardy i col., 2000).

PARKS5 o Ubiquitin carboxyl-terminal hidrolase (UCH-L1) (OMIM 191342) és un altre gen
que causaria la forma familiar de la malaltia de Parkinson. L’Ubiquitin C-terminal
hydrolase L1 (UCHL-1) pertany a una familia d’enzims que desfa cadenes de
poliubiquitina per tal d’augmentar la disponibilitat d’ubiquitina monomeérica per al sistema
ubiquitina-proteosoma (UPS) (Larsen i col., 1996, 1998). L'UCHL-1 és una de les
proteines més abundants al cervell, i on té un nivell més elevat d’expressio és a la pars
compacta de la substancia negra (Wilkinson i col., 1989). Els cossos de Lewy corticals de
la Deméncia amb cossos de Lewy presenten immunoreactivitat per UCHL1 (Lowe i col.,
1990). S’ha trobat una mutacié en el gen d’'UCHL-1 (Ile93Met) en una familia alemana,
amb un tipus d'heréncia autosomica dominant (Leroy i col., 1998). Es creu que aquesta
mutacié disminueix l'activitat enzimatica d’UchL1, perd es desconeix de quina manera
esta lligada a la malaltia de Parkinson (Leroy i col., 1998). Curiosament UCHL1 presenta
dues activitat enzimatiques oposades, d’una banda l'activitat hidrolasa préviament
esmentada, i una activitat ubiquitina lligasa.

A part de la parkina (PARK2), existeixen altres loci relacionats amb la forma primerenca

autosomica recessiva de la malatia de Parkinson. Soén els loci PARK6 (OMIM 605909),
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PARK7 (606324), relacionat amb la proteina oncogénica DJ-1 (Bonifati i col., 2002),
implicada ultimament en l'estrés oxidatiu (Mitsumoto i col., 2001; Mitsumoto i col., 2001)
i PARK9 (606693).

PARKS8 (OMIM 607060), identificat en una familia japonesa amb una forma dominant de
parkinsonisme (Funayama i col., 2002). Estudis patologics mostren que aquests pacients
presenten degeneracid de la substancia negra sense l|‘aparici6 de cossos de Lewy
(Hasegawa i col., 1997).

PARK10 (OMIM 606852) és un locus trobat molt recentment lligat a una forma tardana
de la malaltia de Parkinson amb el qual es suggereix que la variabilitat genética és el
contribuent més gran a la malaltia de Parkinson (Hicks i col., 2002).

Un altre dels gens implicats amb la malaltia de Parkinson és Nurr 1, un factor de
transcripiciéo dins de la superfamilia de dits de zinc (Mages i col., 1994), identificat per
primera vegada en cervell (Law i col., 1992) i en fetge en estat de regeneracié (Scearce i
col., 1993). S’expressa sobretot en mesencéfal (Saucedo-Cardenas i col., 1998;
Zetterstrom i col., 1996). En ratolins knock-out per Nurrl les neurones dopaminérgiques
del mesencéfal no es desenvolupen correctament (Zetterstrom i col.,1997; Le i col.,
1999), mentre que en el bulb olfactori aquest ratolins tenen una disminucio del 60% de
la dopamina (Zetterstrom i col.,1997). En humans doncs, esta establerta la relacié entre

Nurrl i la neurogénesi de les neurones dopaminérgiques.

5.1.2 Patogénesi de la malaltia de Parkinson

Encara que es desconeix l'etiologia de la malaltia de Parkinson, les hipotesis
patogenétiques actuals apunten cap a un efecte dels factors genetics juntament emb els
ambientals (Shastry i col., 2001). La mort cel.lular del sistema nigro-estriatal inclou
multiples processos que van a parar a una via comU de moltes malalties
neurodegeneratives. Aquests processos estan relacionats amb una cascada de multiples
factors nocius que inclouen la generacié d’estrés oxidatiu i de radicals lliures amb un
augment de la formacié d’oxid nitric (NO) i amb la produccié de residus de nitrotirosina,
la interaccié anormal de la neuromelanina amb el ferro juntament amb una acumulacié
anomala de ferro, l'alteracié de les proteines que uneixen ferro, de I'homeostasi cel.lular
del ferro i de la seva interaccié6 amb l'‘a-sinucleina. Tan els sistemes segrestadors de
radicals lliures com el glutatiéo estan a nivells suboptims, mentre que I’'enzim superoxid
dismutasa (SOD) indueix encara més el cicle de l'estrés oxidatiu amb una activitat
augmentada de I'MDA, 8-OHG i la produccié de AGEs, indicant d’aquesta manera un
augment en l‘oxidacié perjudicial de lipids, ADN i proteines de les neurones de la

substancia negra. A part, els productes derivats del metabolisme endogen de la
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dopamina que també contribueixen a la generacié d’estrés oxidatiu (Blum i col., 2001;
Jenner, 1998; Schapira, 2001).

Altres mecanismes inclouen deficiencies i implicacions del sistema mitocondrial, amb una
disminucié en la produccié d’ATP i defectes bioenergetics, alteracions en I'homeostasi del
calci intracel.lular, i la subseqlient mort cel.lular programada que vindria donada per
nivells inadequats de factors neurotrofics, I'activacié de la via de les caspases i diferents
proteina-quinases, la contribucié dels membres de la familia Bcl i I'agregacié de l'a-
sinucleina, amb la conseqlent formacid dels cossos de Lewy. Tot aquest procés es veuria
accelerat per factors del sistema immunitari i canvis inflamatoris promoguts per la
microglia. Cada un d’aquest factors formaria part de la patogénesis de la mort cel.lular, i

a més a més, serien factors potencials etioldgics en si mateixos.

5.1.3 Clinica de la malaltia de Parkinson (Jellinger i Mizuno, 2003)
El primer simptoma que es manifesta des dels inicis de la patologia és el tremolor basal
que comenga 0 en una ma o en una cama. El segon simptoma sén les alteracions en la
forma de caminar, que generalment també comencen en una cama, i el tercer simptoma
caracteristic és la bradiquinéssia, que causa dificultats en els moviments dels dits i sovint
va associat a micrografia.
Les manifestacions cliniques dels malalts de Parkinson sén les seglients (Ince i McKeith,
2003):

e Tremolor

¢ Rigidesa

e Agquinésia i bradiquinéssia, que sdn abséncia i lentitud en els moviments

e Pérdua de la capacitat de mantenir-se dret: quan hi ha quelcom extern que altera

la postura del pacient, aquest és incapag de manternir la postura.

e Alteracions en la forma de caminar: passes petites, lentes i arrossegant els peus.

Podria ser degut a alteracions en la formacié del ritme del sistema nervids central,
important en els moviments repetitius.

e Pérdua dels moviments automatics: alguns moviments de la musculatura

esquelética van conduits automaticament i de forma inconscient, com son el
moviment de I'ull, moviments d’expressido facial, empassar-se la saliva o el
moviment del brag al caminar.

e Incapacitat de realitzar dos actes simultanis.

e Alteracions del sistema autonom: el restrenyiment és un dels fenomens més

comuns en malalts de Parkinson. Altres simptomes sén pell oliosa i cara
seborreica degut aun augment en la secrecidé apocrina rica en lipids. També es pot

produir transpiracié episodica.
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La pressié sanguinea sol ser baixa. Si aquest simptomes s’aprecien
als inicis de la malaltia cal considerar la possibilita que es tracti d’un
pacient amb MSA.

e Funcidé intelectual: en els primers estadis de la malaltia no és comd que es

manifeti demeéncia, pero si que és possible a mesura que avanci I'estat del pacient
(Aarsland i col., 2001). El risc de demeéncia és més baix en aquells pacients que
pateixen la forma de Parkinson en la que prdomina els tremolor (Roos i col.,
1996).

e Si la deméncia predomina, o cada vegada apareixen periodes més severs, cal

plantejar-se la possibilitat d’estar davant d’un cas de DLB.

e Alteracions en el coneixement: Déficits en l'estat cognitiu sense |'aparicié de
demeéncia és un tret comu en la malaltia de Parkinson

e Depressid.

5.1.4 Neuropatologia de la malaltia de Parkinson

Histologicament la malaltia de Parkinson es caracteritza per la preséncia de nombrosos
cossos de Lewy i neurites de Lewy juntament amb la pérdua de neurones de la part
central del cervell i altres nuclis subcorticals, en concret la substancia negra i el locus
ceruleus (Jellinger, 2001b; Lang i col., 1998a; Lang i col., 1998b).

També hi ha una deplecié severa de les neurones melanitzades i de les neurones
dopaminérgiques immunoreactives per a I'enzim tirosina hidroxilasa (TH) en el grup A9
de la part compacta de la substancia negra (Hardman i col., 1999; Ma i col., 1999a). La
susceptibilitat de les neurones dopaminérgiques a neurodegeneracié s’ha vist que depén
de la seva distribucié en compartiments de la substancia negra, immunoreactius per a la
calbindina (Damier i col., 1999). En aquest compartiments també hi ha una disminucio
en I'mRNA del transportador de dopamina (DAT) igual com de l‘a-sinucleina, en
substancia negra i cértex (Neystat i col., 1999).

Finalment, també s’ha observat una disminucié del transportador vesicular de
monoamines (VMAT2), en estadis primerencs de la malaltia de Parkinson en l'estriat i

I'amigdala, perd no en la substancia negra (Ciliax i col., 1999; Miller i col., 1997)

5.2 Demeéncia amb cossos de Lewy (DLB)

La demencia amb cossos de Lewy (DLB) és un terme relativament nou que descriu un
sindrome de demeéncia de la vellesa, associat clinicament a un conjunt de trets
neuropsiquiatrics de coneixement fluctuant i al.lucinacions visuals, associat a evidéncies
de parkinsonisme (McKeith i col., 1996). Patologicament la DLB esta caracteritzada per

una gran immunoreaccié neuronal d’a-sinucleina patoldogica i per una patologia tipus
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Alzheimer. Fins avui encara no existeix una definicio especifica per la DLB, encara que ja
fa temps que es diagnostica clinicament. Tot i que es desconeixen tant la incidéncia com
la prevaléncia de la malaltia, esta considerarada, en la vellesa, com el segon sindrome
neurodegeneratiu més comu. Les DLB formen un espectre de malalties, dividit a grans
trets en dos grups: (Ince i col., 1998; Lennox i col., 1998; McKeith i col., 1996; Mirra i
col., 1991). La forma pura (DLBp), que escaracteritza per |'abséncia de canvis tipus
Alzheimer o per la presencia de poques plaques senils, i la forma comu (DLBc) que
contrariament a la DLBp, si que esta associada amb la malaltia d’Alzheimer, generalment
en els estadis I-IV de Braak i Braak. El terme comu és per remarcar la seva incidéncia
respecte la froma pura.

Geneticament, només s’han descrit unes poques families amb heréncia autosomica
dominant per la DLB (Ishikawa i col., 1997). Fins ara, |'evidéncia més gran és la que es
decanta per l'al.lel de l'apolipoproteina E ¢4 (Benjamin i col., 1995; Harrington i col,
1994; Katzman i col, 1995; Kawanishi i col., 1996; Lamb i col., 1998; Lippa i col.,
1995;0lichney i col., 1996). S’ha de destacar pero, la recent troballa de Zarranz i col.
(Zarranz i col., 2004) en una familia del Pais Basc afectada per Demencia amb cossos de
Lewy, en els que s’ha detectat una mutacié, E46K, responsable de la DLB, dins la regid

dels dominis repetits KTKEGV de I'a-sinucleina, molt critica per la funcié de la proteina.

5.2.1. Clinica de la DLB

Les DLBs sén primerament un sindrome de deméncia progressiva (Hansen i col., 1998;,
McKeith i col., 1994; McKeith i col.,1996; Perry i col., 1990). Les alteracions en la
memoria son minimes en els primers estadis de la malaltia, per tan, s’han d’escollir
altres criteris de diagnosi més concrets per aquesta patologia com sén la percepcio
visual, la capacitat de prestar atencid o la percepcid visual-espaial (Calderon i col.,
2001). Aixi doncs, s’han creat per consens uns criteris de diagnosi clica que sén els

seglents:

e Disminucid de la capacitat cognitiva: tan de les modalitats corticals, com serien la

memoria, el llenguatge i I'associacio de la vista amb |'espai, com de les modalitats
subcorticals, o sigui aprenentatge, velocitat psicomotora o habilitat
visuoconstructiva (Calderon i col., 2001; Galloway i col., 1992; Hansen i col.,
1990; Sahgal i col., 1992; Sahgal i col., 1992; Sahgal i col., 1995; Salmon i col.,
1996). Els deficits de memoria de les DLBs afecten sobretot la memoria semantica
i la conservacié de la memoria a curt termini (Calderon i col., 2001; Lamb i col.,

1998). En pacients de la DLBc, la baixada cognitiva és més important al pricipi de
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la malaltia, mentre que el parkinsonisme és menys prevalent (Luginger i col.,
2000).

e Al.lucionacions visuals: Es un tret molt caracteristic de la patologia que comenca

de manera molt important en els seus inicis i es manté tot al llarg de la malaltia
(Ballard i col., 1997; Ballard i col., 1999). Aquestes al.lucinacions estan molt ben
formades i estan realcionades sobretot amb persones i animals. (Klatka i col.,
1996; McKeith i col., 1992; McShane i col., 1995)

e Coneixement fluctuant: els pacients amb DLB presenten periodes fluctuants en el

seu estat de coneixement i nivell de consciéncia en periodes que van de minuts a

dies o setmanes (McKeith i col., 1996).

e Parkinsonisme: Més del 75% dels pacients amb DLB desenvolupen alteracions en
el moviments extrapiramidal fortament reminiscent a la malatia de Parkinson
(Ballard i col., 1997), pero amb signes més greus (Louis i col., 1997). Tot i aixi el

parkinsonisme no és essencial per a la diagnosi clinica de la malaltia.

5.2.2 Neuropatologia de la DLB

El pricipal tret distintiu és I'a-sinucleinopatia, manifestada en forma de cossos de Lewy
d’ambdds tipus, els classics i els de tipus cortical i de neurites en degeneracid. Els cossos
de Lewy corticals sembla que afecten diverses poblacions de neurones com les cél.lules
piramidals i les interneurones gabaérgiques (Gémez-Tortosa i col., 2000; Smith i col.,
1995; Wakabayashi i col., 1995). D’acord amb els criteris consens de diagnosi clinica de
la malaltia, un pacient sense cossos de Lewy es pot diagnosticar com a DLB (McKeith i
col., 1996).

També s’han formulat unes guies consens de diagnosi patologic, perqué d’alguna manera
es pogués classificar la severitat i la distribucid anatomica dels cossos de Lewy en el
cortex cerebral. Aquest criteris, com s’ha fet molt sovint de forma erronia, no es poden
utilitzar com a criteri diagnostic. El sistema de classificacio de la patologia dels cossos de
Lewy corticals es basa en 5 arees corticals: El cortex trasnentorrinal o area 29 de
Brodman (BA29), el girus cingulat anterior (BA24), el girus medial/frontal (BA8/9), la
part superior del girus medial/temporal (BA21) i el lobul parietal o inferior (BA40). S’han
escollit aquestes arees en base a la seva implicacidé en la patologia dels cossos de Lewy.
El sistema de classificacio defineix 3 categories dins de les quals es poden assignar els
casos: “tronc de l’encéfal-predominats”, limbiques i neocorticals (McKeith i col., 1996).
Aguestes guies es van formular abans de coneixer el paper de l'a-sinucleina en la
formacio dels cossos de Lewy i els llindars per a classificar la patologia (0, 1-4 i +5
cossos de Lewy per regid) es van fer d’acord amb la immunohistoquimica per a ubiquitina

o bé amb la tincié tipica d’'hematoxilina-eosina.
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Tot i que no esta clar que la immunohistoquimica per a l'a-sinucleina sigui més sensible
gue la de la ubiqlitina, si que és més especifica per a la deteccié dels cossos de Lewy
(Gémez-Tortosa i col., 2000). La distribucié anatomica dels cossos de Lewy no segueix
un patré jerarquic de distribucid.

Es troben sobretot en els nuclis pigmentats de la part central del cervell aixi com en els
del tronc de I’encefal, els nuclis dorsals eferents del vague de la medul.la, els nuclis
colinérgics del presencéfal (nuclis basals de Meynert) i regions limbiques corticals
especialment I'amigdala i els cortex entorrinal i cingulat anterior (Alvord i col., 1974;
Braak i col., 2001; Braak i col., 1994; de Vos i col., 1995; Den Hartog i col., 1960;
Hansen, 1997; Iseki i col., 2001; Kosaka i col, 1996; Perry i col., 1990). Rarament es
troben al cortex occipital (Perry i col., 1990). En alguns casos apareixen cossos de Lewy
a I'amigdala sense la implicacié clara de les neurones de la nigra (Hamilton, 2000). De
totes maneres el diagnostic d’exclusié per les DLBs és la immunohistoquimica per a l'a-
sinucleina (Spillantini i col., 1997).

A part dels cossos de Lewy, ultraestructuralment les DLBs també es caracteritzen per les
neurites de Lewy, que son lesions neuritiques immunoreactives per a l'a-sinucleina,
ubiquitina i tau fosforilat (Dickson i col., 1987). Es troben en regions com son el nucli
caudat, el putamen, el claustre, el talem i I'amigdala (Dickson i col., 1987).

La gliosi i la pérdua de sinapsi també son caracteritiques de les DLBs en general
(Campbell i col., 2000; Hansen i col., 1990). La pérdua de les sinapsis es correlaciona
amb la demeéncia, perd no té cap valor com a criteri diagnostic per a discriminar amb les
altres demeéncies. També s’han descrit lesions glials en les DLB, amb els astrocits en
forma d’espina immunoreactius per a l‘a-sinucleina (Terada i col., 2000). Les lesions
glials son escases en les DLBs i la presencia concurrent dels cossos de Lewy permet
diferenciar-les de I'atrofia multisistemica (MSA), en la que les inclusions oligodendroglials

immunoreactives per |'a-sinucleina sén el principal tret caracteristic (Lantos i col., 1998).

5.2.3. L' ABPP i DLBs

Anteriorment s’ha esmentat que en la variant coml de la DLB és freqlient I'acumulacio
de plaques senils i de filaments del neuropil, tipics de la malaltia d’Alzheimer (Gibb i col,
1987; Lippa i col.,1994; McKeith i col. 1996; Ince i col., 1998). El component principal de
les plaques senils és la proteina B-amiloide, derivada de la proteina de membrana
anomenada ABPP (proteina precursora de l'amiloide) (Kang i col., 1987; Selkoe i col.,
1988; Duyckaerts i col., 2003). El component principal de la deposicié p-amiloidea és el
peptid BA4, que s’allibera del processament de I'’ABPP (Masters i col., 1985). L'’ABPP esta
codificat per un Unic gen de 19 exons al cromosoma 21 del qual en deriven diferents

isoformes per splicing alternatiu: ApPP695, ABPP751, ABPP770 en sén els principals
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transcrits (Yoshikai i col., 1990). L’ABPP751 i I’ABPP770, contenen I'exd 7, que codifica
per un domini inhibidor de proteases anomenat “Inihibidor Kunitz de proteasa”, o KPI.
L'’ABPP695 és la forma predominant al teixit neural, mentre que les isoformes ApPP751 i
ABPP770, tenen una expressid ubiqua, i a més a la glia estan altament expressades
(Kitaguchi i col., 1988; Ponte i col., 1988; Tanzi i col., 1988; Kang i Muller-Hill, 1990).
L'expressié proteica augmentada de les variants KPI en homogenats de cervell d’AD, s’ha

suggerit com a possible origen de la deposicié p-amiloidea (Moir i col., 1998).

5.3 Atrofia Multisistémica (MSA)

L'Atrofia Multisistémica (MSA) és una de les malalties neurodegeneratives més
enigmatiques, tan clinicament com neuropatologicament. Es tracta d’una malaltia
neurodegenerativa esporadica que es manifesta amb parkinsonisme, ataxia cerebel.lar i
disfuncié6 del sistema autdonom. Patoldogicament es caracteritza per atrofia
olivopontocerebel.lar, degeneracid de la substancia negra i estriat, i la pérdua de
neurones en el sistema autonom. La combinacié dels fenotips neuropatologics ens porta
a classificar I'MSA en MSA-C, que conté I'MSA amb atrofia olivopontocerebel.lar, i I'MSA-
P, que contempla la neurodegeneracié de la substancia negra (Lantos i Quinn, 2003;
Dickson i col., 1999; Jellinger ,2003). L'epidemiologia de I'MSA es desconeix, tot i que hi
ha un estudi en el que es presenta la relaci6 home/dona de 1.3:1 (Wenning i col.,
1997).

No es coneixen tampoc els factors que provoquen aquesta malaltia ja que no s’han trobat
defectes a la cadena respiratoria mitocondrial ni de mitocondris ni de plaguestes de la
substancia negra (Gu i col., 1997). Si que hi ha evidéncies d’alteracions en el sistema
oxidatiu donat que s’han trobat increments de ferro i de ferritina a la substancia negrai a
|'estriat de pacients d'MSA (Dexter i col.,1992).

La singularitat de I'MSA pero, és la identificacid d’inclusions oligodendroglials tipiques,
anomenades inclusions citoplasmatiques glials (GCI) descrites anteriorment (Lantos i
Quinn, 2003; Lantos, 1998) .

L'MSA és una sinucleinopatia bastant desconeguda fins ara, no esta descrita una
epidemiologia concreta i genéticament no s’han trobat alteracions en els gens tipics de
malaties neurodegeneratives, com sén en aquest cas l'a-sinucleina (Ozawa i col., 1999),

la proteina tau, I'apolipoprooteina E o la sinfilina (Morris i col., 2000).

5.3.1 Clinica de I'MSA
Els trets clinics de I'MSA que s’utilitzen per a la diagnosi son el parkinsonisme, els signes
piramidals i cerebel.lars, i mal funcionament en els sistema autonom (Wenning i col.,

1994a). Un tret clinic que es manifesta en episodis primerencs és |'alteracié en la fase
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REM del son (RBD), durant el qual els pacients criden o parlen , poden agredir al
company o caure del llit (Plazzi i col., 1997). Aquest simptoma apareix al principi de la
malaltia i desapareix al cap de 2 anys. En canvi en pacients de Parkinson es pot
manifestar en els estadis finals de la malaltia (Iranzo i col., 2000).

Un altre dels simptomes primerencs en homes, és la disfuncié eréctil masculina (MED).
Gairebé tots els pacients d’ambdods sexes presenten alteracions urinaries, incontinéncia,
retencid6 o doble micturicié. Els uroneurdlegs mantenen que aquest no sén simptomes
estrictament del sistema autonom, i que s’han de classificar dins d’una clinica apart.

Els pacients d’'MSA es caracteritzen també per alteracions en el sistema autdnom
cardiovascular i per parkinsonisme.

Les alteracions cerebel.lars es manifesten com a alteracions en el moviment de l'ull i
ataxies limbica o de la posicid.

La parla dels pacients d'MSA també és caracteristica. A part de la monotonia del
parkinsonisme, la veu és més hipofonica, amb un augment del to al parlar, amb un to de
veu anormalment ronc i tremolds.

Tot i alguns déficits frontals dels pacients d’'MSA, que es poden detectar mitjangant tests
neuropsicologics, aquests no solen presentar deméncia (Robins i col., 1992). Un quadre
de deméncia, parkinsonisme i alteracions en el sistema autonom és més tipic d'una DLB
que d’'un cas d’ MSA.
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