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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comin después del Alzheimer. Actual-
mente se dispone Gnicamente de terapias sintomaticas que, aun-
que son muy eficaces en las primeras etapas de la enfermedad
poseen a largo plazo considerables efectos secundarios. La tera-
pia ideal seria aquella que permitiese frenar o detener la pro-
gresion de la enfermedad. Este es el caso de las terapias neuro-
protectoras y neurorestauradoras. De entre todas ellas, la tera-
pia celular y la terapia con factores troéficos tipo GDNF son las
que mayores expectativas han generado en la comunidad cien-
tifica. Aunque ya se ha planteado el uso de GDNF para el trata-
miento de la enfermedad de Parkinson, es necesario buscar nue-
vas estrategias que permitan administrar dicho factor neurotro-
fico en las zonas concretas del cerebro donde vaya a ejercer su
accion. Aqui se discute el uso de microparticulas como el siste-
ma mas apropiado para la administraciéon de dicho factor neu-
rotrofico.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease is the second most common neu-
rodegenerative disorder after Alzheimer’s disease. Current
therapies are symptomatic and, although these therapies are
efficacious during the early stages of the disease, they present
important side effects when they are used for a long time. The
ideal therapy would be the one that would slow down or stop
the progression of the disease. This can be achieved, for
instance, with neuroprotective and neurorestorative therapies.
Among them, cell therapy and therapy with trophic factors
such as glial cell line derived neurotrophic factor (GDNF) are
the most challenging and promising ones for the scientific com-
munity. Although the use of GDNF as a treatment for Parkin-
son’s disease was proposed several years ago, it is necessary to
develop alternative strategies to deliver GDNF appropriately to
concrete areas of the brain. Here, the use of microspheres as
the most suitable tool for the administration of this neu-
rotrophic factor is discussed.

Key words. Parkinson’s disease. Neuroproteccion. Neuro-
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ASPECTOS GENERALES

Las enfermedades neurodegenerativas son, junto con las enfer-
medades vasculares y las oncolégicas, la principal causa de mortali-
dad y morbilidad en la poblacién espaiola'. La enfermedad de Par-
kinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas fre-
cuente después del Alzheimer? afectando aproximadamente al 15%
de las personas mayores de 65 anos. Ademas, al tratarse de una pato-
logia asociada al envejecimiento las probabilidades de adquirir la
enfermedad aumentan con la edad. Por otro lado, dado el envejeci-
miento generalizado de la poblacién, no seria extrafio que el nimero
de casos se doblara durante la proxima generacién. Por todo ello,
resulta necesario buscar nuevas terapias eficaces y seguras que con-
sigan tratar dicha patologia.

La EP cursa con la muerte progresiva de las neuronas dopami-
nérgicas de la sustancia negra pars compacta (SNpc)*‘. La principal
consecuencia de esta pérdida neuronal es una marcada disminucién
en la disponibilidad cerebral de dopamina en el niicleo caudado y en
el putamen, lugar donde proyectan las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc, origindndose una disfuncién en la regulacién de las princi-
pales estructuras cerebrales implicadas en el control del movimien-
to, los ganglios basales.

Nicleo caudado

Talamo
Globo palido
Sustancia negra

Locus
coeruleus

Médula espinal

Figura 1. Esquema de la localizacién de los distintos ntcleos de los ganglios
basales implicados en el control del movimiento y que se encuen-
tran afectados en la enfermedad de Parkinson.

La EP fue descrita inicialmente en 1817 por James Parkinson, que
publicé una ponencia sobre lo que él llamo “la parélisis temblorosa”.
En ese documento, expone los sintomas principales de la enferme-
dad que posteriormente llevaria su nombre:

— discinesias: temblor en las manos, brazos, piernas, mandibula y
cara

— rigidez de las extremidades y el tronco
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bradicinesia o lentitud de movimiento
inestabilidad postural o problemas de equilibrio
A medida que estos sintomas se hacen mas pronunciados, los

pacientes tienen dificultad para caminar, hablar y realizar otras tare-

as simples.
El descubrimiento de la deficiencia de dopamina en el estriado y

en la sustancia negra de pacientes con EP supuso un claro avance en
el entendimiento de la enfermedad. Posteriormente se demostré6 la
conexion entre la sustancia negra y el estriado, sugiriéndose que la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra directa-
mente llevaba a un déficit dopaminérgico en el estriado.

En cuanto al tratamiento de esta enfermedad, el descubrimiento

de que la EP cursaba con la pérdida de dopamina permitié desarro-
llar el primer tratamiento eficaz, la levodopa, a partir del cual se han
ido elaborando posteriormente las terapias actuales. Aunque el des-
cubrimiento de la levodopa supuso una revolucién en el tratamiento
de la EP, pronto se pudo comprobar que, transcurridos 5-10 anos de
tratamiento, los pacientes desarrollaban fluctuaciones motoras y dis-
cinesias. Por lo tanto, posteriormente se trato de entender los meca-
nismos implicados en la aparicion de dichas complicaciones motoras
derivadas de la medicacién, asi como de disefiar nuevas estrategias
terapéuticas destinadas a un mejor manejo de los sintomas motores.
Actualmente, el trabajo investigador esta centrado en la prevencion
de la degeneracion neuronal dopaminérgica. Sin embargo, dado que
todavia se desconocen los eventos moleculares que provocan la neu-
rodegeneracion todas las terapias actuales se dirigen a tratar los sin-
tomas de la enfermedad y ninguna consigue frenar o detener su pro-

gresion.
El agente causante de la EP es desconocido. Se considera que en

la mayoria de los casos el origen es multifactorial y la aparicion de la
enfermedad podria depender de 4 mecanismos: stress oxidativo, pre-
disposicion genética, exposicion a toxicos ambientales o del propio
organismo y envejecimiento acelerado.

Tampoco existe en la actualidad ningtn test que nos permita esta-

blecer un diagnoéstico definitivo de la enfermedad. Ademas, el diag-
noéstico en los estadios tempranos no es sencillo puesto que los pri-
meros sintomas no aparecen hasta que no se produce la pérdida
aproximada del 50% de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra’. La necesidad de diagnosticar la enfermedad en estadios pre-
sintomaticos ha llevado a la basqueda de biomarcadores. Estos bio-
marcadores deberan ser tiles tanto para mejorar el diagndstico de
la enfermedad como para poder monitorizar su progresién o para
demostrar la eficacia clinica de nuevos tratamientos’. Actualmente
se esta trabajando en el empleo de los siguientes test como biomar-

cadores®:

Técnicas de imagen: Neuroimagen funcional (PET y SPECT (Sin-
gle-photon emisién computed tomography)), ultrasonidos trans-
craneal, escintigrafia cardiaca...

Test clinicos: Test afectivos y psicolégicos, test neurofisiolégicos,
test olfatorios, test visuales...

Test bioquimicos y genéticos: Medida de la concentraciéon san-
guinea de sinucleina, malondialdehido, radicales superoéxido...
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En este momento, ninguno de los anteriores biomarcadores es
capaz de cumplir al mismo tiempo todas las funciones anteriormen-
te citadas por lo que, para poder utilizarlos correctamente resulta
necesario conocer para cada caso sus usos y limitaciones®.

TRATAMIENTOS ACTUALES

Los tratamientos actuales comprenden tanto tratamientos far-
macolégicos como quirirgicos. A pesar de los avances en el cono-
cimiento de los cambios fisiopatolégicos y moleculares desarrolla-
dos en la enfermedad, ninguna de estas terapias solas o combina-
das consigue modificar el curso clinico de esta devastadora enfer-
medad’.

Tratamientos farmacoldgicos

La levodopa es un precursor directo de la dopamina y fue el pri-
mer medicamento dopaminérgico empleado en el tratamiento de la
EP. Su descubrimiento constituy6 uno de los mayores hitos de la neu-
rofarmacologia moderna y, tras 3 décadas de uso universal todavia
sigue siendo el tratamiento sintomatico mas eficaz para los pacientes
con Parkinson. La administracién de dopamina no es posible ya que
no atraviesa la barrera hematoencefélica; en cambio, la levodopa (L-
3,4-Dihidroxifenilalanina) penetra en los ganglios basales, donde es
captada por células que poseen transportadores para dicho neuro-
transmisor y una vez descarboxilada a dopamina, reemplaza el neu-
rotransmisor deficitario. Sin embargo, la administraciéon crénica de
este farmaco esta asociada con complicaciones motoras a medio-
largo plazo. Para conseguir el efecto necesario cada vez son necesa-
rias dosis mas elevadas de farmaco que normalmente también va
acompaiado de mayores efectos secundarios. Estos efectos secun-
darios consisten fundamentalmente en fluctuaciones motoras
(periodos de mala y buena movilidad alternantes a lo largo del dia 'y
en relaciéon a la toma de medicacién) y discinesias (movimientos
involuntarios) durante la fase de buena movilidad. Los efectos secun-
darios aparecen a partir de los 2-3 afos de iniciarse el tratamiento y,
normalmente tras 5 anos el 59% de los pacientes presentan fluctua-
ciones motoras y el 41% discinesias.

Para intentar solventar estos problemas, posteriormente se inclu-
y6 la combinacién de levodopa con un inhibidor de la descarboxila-
cion periférica como carbidopa o benserazide consiguiéndose asi
que un mayor porcentaje de levodopa penetrase en el cerebro. Simi-
larmente, los inhibidores de la COMT, consiguen prolongar la vida
media de la levodopa y de la dopamina, aumentando asi el efecto de
una dosis dada de levodopa.

Ademaés de aumentar los niveles de los precursores de dopamina,
la terapia actual farmacoldgica esta encaminada a limitar la pérdida
de dopamina endégena. El inhibidor de MAO-B selegiline actua en
este sentido y proporciona considerables beneficios sintométicos.

Finalmente, el desarrollo de agonistas dopaminergicos que esti-
mulen directamente los receptores dopaminérgicos post-sinapticos
reflejan el nacimiento de nuevas terapias surgidas del entendimiento
de la enfermedad.
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Tratamientos quirirgicos

La cirugia funcional estereotaxica como opcién terapéutica en la
EP se remonta a 1939. Estas terapias consiguen reducir el temblor y
la rigidez. Fueron muy utilizadas antes del descubrimiento de la
levodopa pero posteriormente fueron abandonadas cuando el uso de
levodopa se hizo mas comun. El resurgimiento durante los altimos
afos de este tipo de terapias es debido al reciente entendimiento de
la fisiologia de los ganglios basales asi como al gran desarrollo tec-
nolégico que permite la visualizacion de distintas estructuras a tra-
vés de imagenes. Estas imagenes unidas a los registros de la activi-
dad eléctrica de dichas estructuras permiten establecer y caracteri-
zar el area afectada. Por todo ello es posible replantear la cirugia fun-
cional estereotaxica como una opcion terapéutica para el tratamien-
to de la EP.

Actualmente la cirugia funcional estereotéaxica esta indicada tni-
camente en aquellos pacientes que no responden bien al tratamien-
to farmacolégico. Los procedimientos que se llevan a cabo son de
dos tipos:

— Procedimientos de lesion: palidotomia y talamotomia

— Procedimientos de estimulacién (Deep Brain Stimulation; DBS):
estimulacion talamica, subtalamica y palidal

Sin embargo, aunque estas intervenciones resultan ttiles, no son
totalmente seguras ni eficaces. En la mayoria de los casos consiguen
mejorar Gnicamente un tipo de sintomas resultando insuficientes
como terapias. Ademas, su uso no consigue en ningtn caso frenar la
progresion de la enfermedad.

NUEVAS PERSPECTIVAS; TERAPIAS NEUROPROTECTORAS
Y NEURORESTAURADORAS

Ante las grandes limitaciones que ofrecen las terapias actuales,
tanto farmacoldgicas como quirtrgicas, existe la necesidad de desa-
rrollar, con cierta urgencia, otras alternativas que permitan frenar o
detener el desarrollo de la enfermedad.

Como ya hemos destacado, aunque las terapias sintomaticas son
muy utiles en las primeras etapas de la enfermedad, la calidad de
vida de los pacientes va empeorando a medida que la enfermedad
progresa y comienza la aparicion de los efectos adversos relaciona-
dos con la medicacién. Por ello, el propdsito ultimo de los investiga-
dores debe ser el de bloquear el desarrollo de la enfermedad utili-
zando farmacos neuroprotectores o neurorestauradores que resulten
al mismo tiempo eficaces y seguros. Actualmente han sido identifi-
cadas muchas moléculas con potenciales propiedades neuroprotec-
toras/neurorestauradoras. Este es el caso de la coenzima Q10 o del
factor neurotréfico GDNF entre otros. Sin embargo, existen hasta la
fecha pocos ensayos clinicos dirigidos a demostrar el efecto neuro-
protector/neurorestaurador de estos compuestos.

Al estudiar este tipo de terapias, muchas veces resulta complica-
do clasificarlas como neuroprotectoras o como neurorestauradoras
ya que normalmente el efecto suele ser una combinaciéon de ambas
propiedades. Tal es el caso de la terapia con factores troficos o de la
terapia con células que por si mismas o porque han sido modificadas
genéticamente, producen factores neurotroficos.
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A continuacién, describiremos mas detalladamente la terapia
celular y la terapia con factores troficos, por tratarse de las aproxi-
maciones terapéuticas que mayores expectativas han generado en la
comunidad cientifica para el tratamiento de la EP.

Terapia celular

El principal objetivo de la terapia celular consiste en reemplazar
las células que han degenerado por otras que puedan suplir su fun-
cion. Normalmente, estas células implantadas en la sustancia negra
son células productoras de dopamina y, idealmente, deberian res-
taurar la conectividad funcional entre la sustancia negra y el estria-
do.

Ademas de este papel neurorestaurador, la terapia celular tam-
bién puede utilizarse con fines neuroprotectores. En este caso debe-
ra utilizarse esta terapia para promover la supervivencia y el rescate
de aquellas células que ain no han degenerado.

Hasta la fecha se han utilizado los siguientes tipos celulares:
— Células madre fetales y adultas

— Células de la carétida (productoras de dopamina y de factores
neurotréficos)®?

— Células de médula adrenal (productoras de dopamina)

— Células que liberan factores troéficos y promotores de la supervi-
vencia cuyo fin es evitar que las neuronas que atn no han dege-
nerado mueran. Para ello se han utilizado células de Schwann,
astrocitos, células modificadas genéticamente para producir
estos factores, etc.”

Los inconvenientes mas frecuentes que surgen con la terapia
celular son infecciones, rechazos en el caso de que las células no
sean del propio individuo y degeneracion de las propias células
implantadas. Existen también otros inconvenientes especificos de
cada tipo celular como pueden ser los problemas morales y éticos o
el crecimiento incontrolado (teratomas) que surgen con el uso de
células madre fetales. Estas células tienen gran capacidad prolifera-
tiva pero al mismo tiempo son dificiles de controlar y, hoy por hoy,
los resultados en cuanto a su diferenciacion son bastante impredeci-
bles. Por otra parte, las células madre adultas no generan tumores,
pero tampoco parecen tener el mismo potencial que las células
madre embrionarias ya que son inferiores en cuanto a la liberaciéon
de neurotransmisores o a sus propiedades eléctricas.

Terapias con factores neurotréficos

Los factores de crecimiento o factores tréficos son los que, en el
desarrollo del embrion, hacen que las primitivas células indiferen-
ciadas se vayan convirtiendo en integrantes del tejido especializado.
Los que son necesarios para la supervivencia de las neuronas, se
denominan factores neurotréficos'.

Los factores neurotroficos consiguen un mantenimiento integral
del tejido nervioso, potencian sus recursos celulares y sostienen una
conectividad adecuada. También regulan la proliferacién, supervi-
vencia, migracion y diferenciacién de todos los tipos celulares del
sistema nervioso ademas de regular el establecimiento de las cone-
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xiones adecuadas tanto en fases del desarrollo embrionario como en
el adulto. Asi pues, los factores neurotréficos aparecieron como los
candidatos ideales para el desarrollo de terapias neuroprotectoras y
neurorestauradoras para el tratamiento de enfermedades neurode-
generativas tipo Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica o enferme-
dad de Huntington y en concreto para el tratamiento de la EP.

De todos ellos, el GDNF (Fig. 2) es el mas apropiado para el trata-
miento de dicha patologia ya que es el factor neurotréfico dopami-
nérgico mas potente descrito hasta la fecha. Este factor dopamino-
trofico por excelencia ha demostrado ser mucho méas efectivo que
otros factores como el BDNF, TGFb3, NTN, NT4/5, CNTF...".

Figura 2. Estructura tridimensional de la molécula de GDNF.

Por ejemplo, el GDNF es capaz de proteger a las neuronas dopa-
minérgicas de la sustancia negra tanto de la axotomia® como de la
degeneracion inducida por neurotoxinas tales como la neurotoxina 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)* o la neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Por otra parte, la administracion exoge-
na de GDNF produce la recuperacion funcional en modelos animales
(roedores y primates) de enfermedad de Parkinson®”. Ademas del
efecto sobre las neuronas dopaminérgicas mesencefdlicas, el GDNF
tiene efectos troficos sobre varios tipos de neuronas del sistema ner-
vioso central y sobre las neuronas sensoriales y autonémicas del sis-
tema nervioso periférico. También promueve la supervivencia de las
motoneuronas'y las protege de la muerte celular o inducida por axo-
tomia'.

El uso de GDNF como estrategia terapéutica para el tratamiento
de la EP fue propuesto hace anos. Al tratarse de una molécula de
naturaleza proteica su administracién no es sencilla ya que es muy
labil y se degrada con gran facilidad. Ademas, es incapaz de atrave-
sar la barrera hematoencefalica en cantidad suficiente. Por otra
parte, la presencia de receptores distribuidos por el organismo hace
que sea preferible su administracién de forma local en la zona a tra-
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tar. Para intentar solventar estos problemas han sido elaboradas dis-
tintas estrategias encaminadas a liberar GDNF en las zonas estriata-
les denervadas de dopamina. Estas estrategias abarcan un amplio
abanico, que comprende desde diversos implantes celulares' hasta
el empleo de vectores virales' de microparticulas®* y de métodos de
infusion directa®.

Estudios en roedores y en primates a los cuales se les indujo un
cuadro parkinsoniano, sefialaron que el GDNF administrado por via
intracerebroventricular aliviaba los sintomas de la enfermedad, pro-
movia el recrecimiento de las neuronas dafiadas y aumentaba los
niveles de dopamina®. Estos resultados dieron lugar a ensayos clini-
cos en fase | y en fase Il para testar en humanos la eficacia y seguri-
dad de la administracion de GDNF mediante bombas de infusion®*.
Los resultados obtenidos en los distintos ensayos fueron distin-
tos*?, Esto puede deberse a diferencias en la dosis de GDNF utiliza-
da, en el catéter y en los métodos de infusion. Ademas, el sistema ele-
gido para administrar el GDNF no estd exento de riesgos ya que
puede ocasionar danos en el sitio de implantacién y riesgos de infec-
cion asi como una pobre difusion del factor neurotroéfico. Los propios
autores del estudio sefalaron la necesidad de buscar nuevas estra-
tegias para administrar dicha proteina. De todas ellas, (vectores vira-
les, implantes celulares...) el uso de microparticulas parece ser la
estrategia mas apropiada.

Figura 3. Microparticulas de PLGA (fotografia obtenida por microscopia elec-
trénica de barrido).

Estas nuevas formas farmacéuticas (Fig. 3) permiten aumentar la
estabilidad o reducir los efectos adversos del principio activo encap-
sulado, aunque su principal interés se centra en que son capaces de
producir una liberacién controlada del medicamento en el lugar
designado. Estos sistemas permitirian proteger al GDNF de su degra-
dacion asi como conseguir la liberacion sostenida del mismo duran-
te varios meses. Ademas, las microparticulas pueden prepararse con
polimeros biodegradables tipo PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid))
cuyos productos de degradacion son totalmente atéxicos y cuya bio-
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compatibilidad con el cerebro ha sido ya totalmente demostrada®.
Por otra parte, estos sistemas pueden administrarse facilmente a los
pacientes mediante cirugia estereotaxica (Fig. 4), depositando las
microparticulas en las zonas concretas del cerebro donde deberan
ejercer su accion.

Figura 4. Administracion de microparticulas a pacientes mediante cirugia
estereotaxica.

La eficacia de estos sistemas particulares cargados con farmacos
antitumorales tipo 5-FU y dirigidos al tratamiento de distintos tumo-
res cerebrales est siendo ya estudiada en distintos ensayos clinicos
en fase I y Il demostrandose que estos sistemas son apropiados para
el tratamiento de patologias cerebrales®. También se esta estudian-
do la posibilidad de emplear microparticulas de PLGA para adminis-
trar farmacos como L-DOPA/Carbidopa®, Dopamina®* o Norepinefri-
na** con lo que se conseguiria disminuir el nimero de reacciones
adversas y mejorar las terapias actuales. Para revisién ver Garbayo y
col?. Ademas, en cuanto a las terapias con factores tréficos, la efica-
cia de microparticulas cargados con GDNF se ha estudiado en roe-
dores a los que previamente se les ha ocasionado la enfermedad de
Parkinson®#. En nuestro grupo de investigaciéon hemos desarrollado
un protocolo de expresion y purificaciéon de GDNF para su microen-
capsulacién en particulas de PLGA. Estas particulas fueron inyecta-
das mediante cirugia estereotdxica en ratas parkinsonianas. Los
resultados obtenidos fueron prometedores ya que pudimos observar
una regeneracion del tejido dafiado en el estriado de esos animales
tras la administracién y liberacién del GDNF a partir de las micro-
particulas®. En un futuro préoximo estudiaremos la eficacia de las
microparticulas cargadas con GDNF en monos parkinsonianos. Sin
duda, los resultados de esta investigacién permitiran desvelar si es
posible la administracién de microparticulas de GDNF para el trata-
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miento de la enfermedad de Parkinson. El empleo con éxito de esta
terapia supondria un gran avance en el tratamiento de la enfermedad
y marcaria el comienzo de una nueva era en el tratamiento de dicha
patologia y de las enfermedades neurodegenerativas en general.
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