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1. RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo realizar una revision de la literatura
cientifica existente sobre los datos de los que se dispone desde 2010 hasta la
actualidad acerca del efecto protector que desempefa la oleuropeina en la
agregacion de la a-sinucleina, proteina implicada en la Enfermedad de

Parkinson.

Se explica el papel que desempena esta proteina amiloide, la a-
sinucleina, en la enfermedad de Parkinson, asi como el compuesto fendlico

oleuropeina afecta a la agregacion de a-sinucleina.

A pesar de los pocos trabajos recogidos en la bibliografia, éstos muestran
como la oleuropeina es capaz de mitigar e inhibir los agregados de a-sinucleina,
desagregar las fibrillas existentes, prevenir la muerte neuronal y reducir la

produccion de especies reactivas de oxigeno.

ABSTRACT

The goal of this project was to undertake a research of the existing
scientific literature on the data 2010 available until now about the protective effect
of oleuropein on the main aggregation mechanisms of the a-synuclein involved
in Parkinson's disease. With this aim, we introduce this Project through a general

idea about Parkinson’s disease.

The role of this amyloid protein, a-synuclein, in Parkinson's disease is
explained, as well as the phenolic compound oleuropein affects the aggregation

of a-synuclein.

Despite the few Works collected in the bibliographic, they show how
oleuropein is capable of mitigating and inhibiting a-synuclein aggregates,
breaking down existing fibrils, preventing neuronal death and mitigating the

production of reactive oxygen species.



2. INTRODUCCION

Cada vez mas se conocen distintos polifenoles de origen vegetal que
afectan a los principales mecanismos de agregacion de proteinas implicadas en
enfermedades neurodegenerativas como la a-sinucleina, principal proteina
implicada en la Enfermedad de Parkinson. Este trabajo fin de grado se ha
estructurado dando una explicacion de como afecta la oleuropeina, polifenol

principal en el olivo, a la a-sinucleina.

2.1. Papel de la a-sinucleina en la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun, después del Alzheimer, con un riesgo
estimado de casi el 3-7%, la cual fue descrita y documentada por James
Parkinson en el afio 1817 en su ensayo: An Essay on the Shaking Palsy.
Este ensayo describe la historia médica de seis individuos que sufrian la

enfermedad. (Enfermedad de Parkinson y trastornos relacionados 2006).

De 1990 a 2016, la carga mundial de EP aument6 de 2.5 a 6.1
millones de pacientes (Dextera,D et al., 2013; Weintraub et al., 2010). Dado
gue la edad representa el mayor factor de riesgo para esta enfermedad y
gue nos encontramos en un contexto en el cual la poblacidn a nivel mundial
envejece exponencialmente, Dehay y colaboradores indican que la

prevalencia de la EP continuara aumentando. (Dehay et al., 2010).

El sello patolégico de la EP se caracteriza por la acumulacion de
agregados mal plegados de cuerpos de Lewy que contienen a-sinucleina,
es una proteina nuclear y sinaptica que es el principal componente de los
cuerpos de Lewy, en todo el cerebro, y la degeneracion de las neuronas en

la sustancia negra de la pars compacta. (SNpc) (Li, J et al., 2107).

Esto conduce a un estado de deficiencia dopaminérgica, mas
profundamente en el cuerpo estriado, que finalmente culmina en los
sintomas motores cardinales que ejemplifican la enfermedad. (Hwang,O.
2013; Li, J et al., 2017).



El primer vinculo de la EP con la a-sinucleina fue también la primera
demostracion concluyente de un defecto genético que conduce a la EP, y
por lo tanto tiene un valor historico y conceptual. Si bien algunos discutieron
la contribucion familiar a la enfermedad, la mayoria consideré que en el
mejor de los casos era menor. (Pfefferkorn,C., et al 2012; Thome, A et al.,
2015).

El descubrimiento tangible de un defecto genético vinculado a la EP
en familias particulares fue un descubrimiento innovador, que abrid la
puerta a una gran cantidad de estudios que investigaron la base genética
del trastorno, que culmind en estudios mas recientes de asociacion de todo
el genoma (GWAS), que notablemente, han hecho un circulo completo
volviendo a los origenes de la era de la genética molecular de la EP.
Resulta que uno de los principales genes identificados como vinculados a
la EP esporadica no es otro que SNCA, el gen que codifica la a-sinucleina.
(Deuschl,G et al,. 2013; Gorbatyuk, M et al., 2012; Irwin, D et al., 2012).

El gen SNCA codifica una proteina de 140 aminoacidos, en
soluciones acuosas no tiene una estructura definida, de ahi el término
"proteina desplegada de forma nativa". Sin embargo, la a-sinucleina forma
estructuras helicoidales a al unirse a los lipidos cargados negativamente,
como los fosfolipidos presentes en las membranas celulares y las
estructuras de sheetrich B en periodos prolongados de incubacion. (Venda,
L et al., 2010).

La proteina se compone de tres regiones distintas (Figura 1):

1) Un terminal amino (residuos 1 a 60), que contiene elementos
de union a lipidos de apolipoproteina, que se predice que
forman hélices anfifilicas que confieren la propensién a formar
estructuras a-helicoidales en la union a la membrana.

2) Una region hidrofébica central (61-95), llamada NAC
(componente no Ab), que confiere el potencial de la lamina (3.

3) Un terminal carboxilo que estd altamente cargado
negativamente y es propenso a ser desestructurado.
(Lashuel,H et al., 2013).



lg-19) Il (2030 5.4y IV (42.52)
1 MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH

N-Terminal

Vis7.67) VI (65 75) VIl (79.59)
51 GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL

NAC C-Terminal
101 GKMNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

C-Terminal

Figura 1: Regiones de la secuencia de aminoacidos de la a-sinucleina. (Imagen
obtenida y adaptada de: Uversky, V et al., 2012)

Hay al menos dos variantes mas cortas de empalme alternativo de
la transcripcion del gen SNCA, pero sus funciones fisiolégicas y patologicas

no se han caracterizado bien. (Dehay, B et al., 2015; Reish, H et al., 2015).

Una historia paralela que se ha desarrollado a lo largo de los afos
es la patologia anormal de a-sinucleina, que caracteriza las muestras
neuropatolégicas derivadas no solo de pacientes con EP, sino también de
pacientes con otras afecciones neurodegenerativas, denominadas
colectivamente "sinucleinopatias”. (Li, Y et al,. 2010; Nakamura, K et al.,
2011).

La capacidad de modelar la acumulaciéon anormal de a-sinucleina en
varios modelos celulares y animales ha llevado al estudio de las
consecuencias de dicha acumulacion, al desciframiento de las vias
moleculares involucradas y a la identificacion de posibles objetivos

terapéuticos.

Dichos objetivos pueden ser de utilidad general y proporcionar la

base para futuras terapias de la mayoria de las formas de EP vy
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potencialmente de otras sinucleinopatias. (Bruggink, K et al., 2011,

Emmanouilidou, E et al., 2011).

La figura 2 esquematiza el proceso por etapas mediante el cual la
a-sinucleina se pliega incorrectamente y se convierte en oligdmeros
patoldgicos y agregados de orden superior que se fibrilizan y depositan en
cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy en las neuronas del cerebro con EP.
(Virginia, M et al., 2006).

Proteina nativa

(Bobina
aleatoria)
Factores
Chaperonas genéticos y
Moleculares Ambientales
roteina mal\Fagosomas
.pI@ada
o® ‘
Q ! :
®e Autofagia

Oligémeros ~~ Ubiduitinacion |
Proteasoma |

S |
[A' __Peéptidos |
|

Fibrillas

Cuerpos Lewy

Figura 2: Modelo de plegamiento y agregacion de a-sinucleina y las
consecuencias posteriores. (Imagen obtenida y adaptada de: Virginia, M et al., 2006)
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La a-sinucleina es un miembro de la familia de las proteinas de la
sinucleina, que también incluye la sinucleina B y y, lo que distingue en gran
medida la a-sinucleina de los otros miembros estructuralmente es la region
NAC.

Los tres miembros de la familia son proteinas predominantemente
neuronales que, en condiciones fisiolégicas se localizan preferentemente
en terminales presinapticas. (Winner, B et al., 2012). Hay algunos informes
de patologia neuritica extranigral de sinucleina B y y en sinucleinopatias,
pero si es que esta existe no parece estar extendida. (Guardia-Laguarta, C
et al., 2015; Stefanis,L. 2012).

Curiosamente, se han descrito mutaciones puntuales en la
sinucleina 3 en casos raros con DLB (Auluck, P et al., 2010), y la expresion
de uno de estos en una neurodegeneracion inducida por un modelo de

raton transgénico. (Kalia,L et al., 2013).

Por otro lado, se ha encontrado que la sinucleina 8 de tipo salvaje
(WT) es protectora en varios entornos contra la neurodegeneracion

mediada por a-sinucleina. (Winslow, A et al., 2011; Yasuda, T et al., 2010).

Parece, por lo tanto, que la B-sinucleina puede tener propiedades
neuroprotectoras, pero que, bajo ciertas situaciones puede asumir un
potencial neurotdxico. La a-sinucleina se expresa abundantemente en el
sistema nervioso y comprende el 1% de la proteina citosolica total. En la
inmunohistoquimica en cerebros normales los anticuerpos anti-sinucleina
confieren un patron de tincidn neuropilo puntual, que es consistente con la
tincion terminal presinaptica, mientras que la tincion del soma neuronal es

menos aparente. (Feng,L et al., 2010).

En los terminales presinapticos, la a-sinucleina esta presente muy
cerca, pero no dentro, de las vesiculas sinapticas. De hecho, la
a-sinucleina también es muy abundante, por razones poco claras, en

eritrocitos y plaquetas. (Lu,Y et al., 2011; Tsigelny, | et al., 2012).
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La expresion de a-sinucleina se induce durante el desarrollo
neuronal, después de la determinacion del fenotipo neuronal y el
establecimiento de conexiones sinapticas, y va después de la induccion de
proteinas involucradas en la estructura sinaptica. (Winslow, A et al., 2011,
Yasuda,T et al., 2010).

Ademas, los niveles de expresion de a-sinucleina se modulan en
condiciones que alteran la plasticidad o confieren dafo. (Kalia, L et al.,
2013; Tsigelny, | et al., 2012). Tales datos han llevado a la nocion de que

la a-sinucleina puede ser un modulador de la transmision sinaptica.

Los examenes de las propiedades neurofisiologicas de ratones nulos
para a-sinucleina y de sistemas celulares en los que WT a-sinucleina se
sobreexpresa, han sido fundamentales en este sentido, ya que revelan
alteraciones en la liberacion de neurotransmisores, que no siempre son
consistentes en los sistemas neuronales. (Stefanis, L. 2012; Winslow, A et
al., 2011).

Sin embargo, en general, parece que la a-sinucleina actia como una
ruptura sutil para la liberacion de neurotransmisores en circunstancias de
disparos repetidos. Un elegante estudio (Auluck, P et al., 2010) mostr6 que
la a-sinucleina marcada con fluorescencia se aleja de las vesiculas en la

activacion neuronal y luego regresa gradualmente.

Estos efectos pueden involucrar la unién transitoria de a-sinucleina
a las vesiculas, mientras que la a-sinucleina también puede estar
involucrada en la biogénesis vesicular, a través de los efectos sobre el
metabolismo del acido fosfatidico y en la compartimentacién entre las

piscinas en reposo y facilmente liberables. (Kalia, L et al., 2013).
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2.2. Técnicas de deteccion de la agregacion de a-sinucleina

Las principales técnicas para la deteccion de la agregacion de a-

sinucleina son las siguientes:

Ensayos Thioflavin T (Tht): Desde su primera descripcion en 1959,
el tinte fluorescente Tht se ha convertido en uno de los mas utilizados para
identificar fibrillas amiloides tanto in vivo como in vitro. Esto es debido a su
gran facilidad de emitir fluorescencia al unirse a las fibrillas amiloideas
(Biancalana et al., 2010)

Microscopia electronica de transmision (TEM): Esta técnica puede
ser usada para el diagnostico de enfermedades de origen microbiano,
aunque su principal uso es en el campo de la investigacion. La TEM provee
detalles ultraestructurales se utiliza sobre todo para validar los datos
proporcionados por el ensayo Tht dando mediciones independientes del
alcance de la fibrilacion y la estructura de agregados finales. (SB Jurado et
al., 2005)

SDS-PAGE: Esta técnica se usa comunmente para separar
proteinas segun su peso molecular y es la técnica de entrada para la
purificacion de proteinas para su analisis por espectrometria de masas.
(Sch-gger, H. 2006)

14



2.3. Compuestos fendélicos de origen vegetal y su papel en
enfermedades neurodegenerativas

Los compuestos fendlicos que encontramos en las plantas tienen
una amplia gama de propiedades como: anti alergénicos, anti-
arterogénicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes,
antitrombéticos, contra el cancer, cardio protectores, efectos
vasodilatadores y neuroprotectores. (Baladusundram, N et al., 2006).

Uno de los cultivos mas importantes en los paises mediterraneos es

el de aceituna olive europaea (Peralbo-Molina 2013)

Los compuestos fendlicos en hojas de olivo son numerosos y de
diversa naturaleza. (Tsimidou, M et al., 2010).

Las oleuropeinas y los secoiridoides relacionados son los principales
compuestos en hojas de olivo entre los cuales el principal compuesto es la

oleuropeina. (Kontogianni, V et al., 2012).
2.3.1. La oleuropeina

La oleuropeina (figura 3) es un secoiridoide fendlico glicosilado del
ester del 4cido elenolico con 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (hidroxitirosol), es

la molécula responsable del amargor del aceite de oliva virgen. (AOV).

La oleuropeina aparece principalmente en la forma desglicosilada o
oleuropeina aglicona. Es el principal polifenol en las hojas de olivo, también
se encuentra en sus frutos, pero su concentracion varia segun la fase de

maduracioén. (Karaya et al., 2009).

0 0
l 0 0 CH-OH
| HO— OH
] 0 OH
HO H,COOC

OH

Figura 1: Estructura quimica de la oleuropeina. (Karaya et al., 2009).
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Varios estudios han demostrado que la oleuropeina se absorbe en
el intestino grueso, esto es porque la parte glucosidica protege a la
molécula de la degradacion en el medio &cido del estomago.

La oleuropeina se degrada en el colon y se libera hidroxitirosol
como producto mayoritario. (Vissers MN et al., 2002).

No es nuevo que el extracto de hoja de olivo se ha usado en
medicina tradicional en multiples afecciones e incluso se ha llegado a
comercializar, es por eso que el estudio del efecto farmacolégico de la
oleuropeina en distintos modelos tanto animales como moleculares se ha

incrementado en los Ultimos afios.

La oleuropeina tiene varias propiedades farmacoldgicas como
puede ser su actividad antioxidante, gracias a su estructura ortodifendlica,
gue hademostrado tener una actividad antioxidante superior a la de otros
antioxidantes conocidos, como pueden ser las vitaminas E y C.
(Charoenprasert, S et al., 2012).

16



3.0BJETIVO

El objetivo general de este trabajo fin de grado ha sido revisar y discutir la
informacion actual sobre el efecto de la oleuropeina en los principales
mecanismos de agregacion de la a-sinucleina, principal proteina implicada en la

enfermedad de Parkinson.

17



4. METODOLOGIA

En cuanto a la metodologia, se llevo a cabo una investigacion exploratoria

y descriptiva mediante una exhaustiva busqueda bibliografica de literatura

relativa al tema de terapias e intervenciones.

Para la revision literaria, se han utilizado las bases de datos Pubmed,

Scielo, Dialnet y Google Scholar, para la basqueda de los articulos se han usado

como palabras clave: oleuropein, oleuropein aglycone, a-synuclein, a-synuclein

aggregation y Parkinson disease, tanto en inglés como en espafiol.

La seleccién de las publicaciones encontradas se realiz6 en base a los

criterios de inclusion y exclusion que podemos encontrar en la tabla 1.

-Estudios publicados desde el 2010

hasta la actualidad.

-Articulos publicados en lengua

espafola o inglesa.

-Estudios que se realizan sobre la
oleuropeina en los procesos de
agregacion patologica de la a-

sinucleina en el Parkinson.

-Articulos a los que no se tuvo

acceso a texto completo.

-Estudios que no se centran en el
programa de oleuropeina en los
procesos de agregacion patoldgica
de la a-sinucleina en el Parkinson y

sus aportaciones.

-Articulos repetidos.

-Estudios en otro idioma que no sea

inglés o espanol.

-Documentos sin autor, sin referencia

o incompletos.

-Aportes desactualizados.

Tabla 1: Criterios de inclusion y exclusién considerados en este trabajo.
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5. RESULTADOS

La busqueda bibliografica realizada nos lleva a cinco articulos a comentar:

(ver anexo 1)

En el estudio de Mohammad-Beigi (Mohammad-Beigi et al. 2019) se
realiza una busqueda de compuestos naturales que inhiban la agregacién de a-
sinucleina y reduzca su tendencia a formar oligémeros téxicos. Se estudian las
variedades de aceitunas Koroneiki, arbequina y picual mediante una amplia
diversidad de métodos y técnicas de analisis. De los 15 extractos estudiados, se
seleccionaron 7 como los mas eficaces inhibiendo la agregacién de a-sinucleina.
El extracto de Koroneiki fue particularmente eficaz en la retencion de la
conformacién desplegada de a-sinucleina. La mayor familia de compuestos
presentes en los extractos consisti6 en oleuropeina y sus derivados,

atribuyéndose a este compuesto la ausencia de fibrillas en la a-sinucleina.

En el estudio de Palazzi, L., Bruzzone, E. y Bisello (Palazzi L. et al., 2018)
se investiga sobre una posible estrategia que consiste en el uso de moléculas
pequefas capaces de ralentizar el proceso de agregacion de a-sinucleina. Como
resultados mas relevantes indican que la oleuropeina interfiere con la agregacion
de a-sinucleina en fibrillas amiloideas. Se observa que cuando se incuban in vitro
se agregan estas fibrillas. La formacion de las fibrillas se retrasa cuando estan
en presencia de oleuropeina aglicona en wuna proporcion 1:3 a-
sinucleina:oleuropeina, pero si se cambia a 1:10 la sefal de fibrilacion de la o-
sinucleina apenas incrementa esto confirma que la oleuropeina aglicona

interfiere con el proceso de agregacion de la a-sinucleina.

En el estudio de Brunetti, G., Di Rosa, G., Scuto, M., Leri, M., Stefani, M.,
Schmitz-Linneweber, C., Calabrese, V., y Saul, N. (Brunetti, G, et al., 2020) se
realiza una investigacion con C. elegans al cual se le induce el Parkinson para
ver como la oleuropeina aglicona afecta a la enfermedad. Para ver de forma mas
esquematica estos resultados he confeccionado una tabla en la cual se
representa el numero de golpes de C. elegans sano, con la enfermedad de
Parkinson y tras tratarlo con la oleuropeina aglicona (figura 4). Para ver como la

oleuropeina aumenta la vida del organismo se evalla la resistencia al estrés por
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calor y estos resultados se ven en la figura 5, en la cual podemos ver como al

tratar con concentraciones de 30 a 500 ug/mL de oleuropeina la vida media del
organismo aumenta.

® Organismo sano

m Organismo con enfermedad de
Parkinson

= Organismo tratado con oleuropeina
aglicona

Figura 4: Efectos de oleuropeina en la tasa de golpeo. (Elaboracion propia)

oleuropein aglycone

A

- —e—control

X ~o-30 pg/ml

‘§ %o ~o-100 pg/ml

$ 250 pg/ml »

2 o 500 pg/mi**
0

1 2 3 4 5 ¢
days after stress exposure

Figura 5: Curva de supervivencia por estrés térmico durante el tratamiento con oleuropeina.
(Brunetti, G, et al., 2020).
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En el estudio de Priyanka Borah, Airy Sanjeev y Venkata Satish Kumar (Priyanka
Borah et al., 2019) se investiga sobre el efecto que tiene la oleuropeina frente a
la estabilizacibn monomérica de la a-sinucleina mediante el uso de una
simulacion computacional. En la figura 6 se puede ver como la se ha preparado
el complejo a-sinucleina — oleuropeina la cual se ha demostrado como se

estabiliza debido al plegamiento parcial.

A 5:‘
e
> “‘ : ¢ E

Molecular docking using

a4 Patchdock server } }E
3
)

2 ¢ o b AdAA
N

“Ya-synuclein i = : ’
y Oleuropein a-synuclein-Oleuropein
_/ (PDBID : 1XQ8) (PubChem CID : 56842347) B docked complex
T

a

Apo
J ‘'

=

-/

Figura 6: representacién esquematica de la unién de oleuropeina a a-sinucleina. (Priyanka Borah
et al., 2019)

En el estudio de Imene Achour (Iméne Achour et al., 2016) investiga si la
oleuropeina puede prevenir la degeneracion neuronal en la enfermedad del
Parkinson a través de un modelo dopaminérgico. Como resultado mas relevante
se ve como la oleuropeina previene la muerte neuronal y mitiga la produccién de
especies reactivas de oxigeno. También mediante una medicion de los
autéfagos formados se vio como la oleuropeina es capaz de reducir la autofagia

neuronal.
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6. DISCUSION

De la busqueda realizada llama la atencion los pocos articulos publicados
de 2010 hasta la actualidad, (2020) que estudian el efecto de la oleuropeina en
la agregacion de la a-sinucleina, en la mayoria de ellos se usan patrones de
oleuropeina, solo en uno de ellos (Mohammad-Beigi et al., 2019) se estudian
aceitunas de 15 variedades (las cuales contienen oleuropeina) en los demas la
oleuropeina se obtiene como patrones comerciales con el fin de estudiar como
este compuesto fendlico se comporta respecto a la a-sinucleina, excepto en el
estudio de Priyanka Borah (Priyanka Borah, et al., 2019) el cual es una

simulacion computacional.

Para preparar la muestra de oleuropeina tanto en el articulo de Palazzi,
L. (Palazzi L. et al 2018) como de Brunetti, G. (Brunetti, G et al., 2020) se
desglicosildé mediante tratamiento con almendra de glicosidasa, ya que la
muestra era glucosido de oleuropeina, esta desglucosilacion se comprobo

mediante analisis de espectrometria de masas.

Solo se ha usado un trabajo en el cual se ha simulado
computacionalmente la reaccion que tiene la oleuropeina al unirse a la a-
sinucleina, mientras que por otro lado en los demas estudios se han usado

modelos in vitro o modelos in vivo.

Para evaluar la agregacion de la a-sinucleina, se han realizado examenes
basados en ensayos Tht tanto en el articulo de Mohammad-Beigi como en el de
Palazzi, L. , ensayo que se hizo in vitro sin embargo, en el articulo de Brunetti G.
se usa C.elegans (organismo invertebrado) que es un ensayo in vivo a los cuales
se les indujo el Parkinson, es decir la formacién de agregados de a-sinucleina
mediante un tratamiento con retonona (es un pesticida que ha demostrado que
produce degeneracion en las neuronas). Para evaluar los datos de los ensayos

de Tht se hace uso de técnicas como la microscopia electrénica de transmision.

Para comprobar si la oleuropeina es capaz de inhibir o desagregar la a-
sinucleina en cada trabajo se hace un tipo de experimento diferente, en el estudio
de Mohammad-Beigi se hace uso de la filtracion de gel para ver si los extractos
son capaces de desagregar las fibrillas existentes mientras se monitorea

mediante absorcidn a 215 nm para detectar la aparicion de a-sinucleina soluble.
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Palazzi, L. estudio el tamafio de los agregados mediante microscopia electronica
de transmision. En el trabajo de Brunetti, G. se observo el cambio en el nimero
de golpes por minuto de los organismos con y sin tratamiento de oleuropeina,
mostrando asi como en los organismos que si se han tratado con este polifenol
bajaba el nimero de golpes por minuto, también se hace uso del microscopio
electronico para ver la reduccion de la acumulacion de a-sinucleina. Priyanka

Borah muestra como la a-sinucleina se estabiliza debido al plegamiento parcial.

En el articulo de Iméne Achour (Iméne Achour et al., 2016) no se busca
investigar si la oleuropeina afecta a la agregacién de la a-sinucleina si no como
lo hace frente al estrés oxidativo, el cual produce la muerte neuronal causante
de la EP.

En general, todos los articulos dan como resultado positivo el uso de la
oleuropeina contra la inhibicién y desagregacién de la a-sinucleina, asi como la

mitigacion de la muerte neuronal.
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CONCLUSIONES

Estos trabajos han contribuido a la mejora del conocimiento sobre el papel
que tiene la a-sinucleina en la enfermedad de Parkinson, ya que nos explican
como se agrega, como podemos tratarla, los efectos que tienen en el ser
humano, en modelos in vitro y en modelos in vivo de animales, asi como los
beneficios del uso de polifenoles como es la oleuropeina la cual se puede
obtener de materia prima como el olivar el cual es un recurso bastante

abundante.

Para finalizar las conclusiones me gustaria exponer mi punto de vista, creo
gue se deberian estudiar mas la oleuropeina como los compuestos fendlicos que
hay en el olivo, tanto en la aceituna como en las hojas ya que hoy en dia hay
muy poca informacion al respecto. Para mi seria muy interesante disponer de
complementos alimenticios o farmacos para enfermedades tales como el

Parkinson usando polifenoles como la oleuropeina como principio activo.
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ANEXQOS
Anexo 1.

En este apartado se ha incluido una tabla resumen de los 5 articulos estudiados
en este trabajo final de grado.
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Oleuropein
derivatives
from olive fruit
extracts
reduce a-
synuclein
fibrillation and
oligomer
toxicity
(https://doi.org/
10.1074/jbc.ra
118.005723)

Busqueda de
compuestos
naturales
que inhiban
la agregacion
de a-
sinucleina y
reduzca su
tendencia a
formar
oligbmeros
toxicos

Fruta del
olivo, se
usan 15
variedades
de aceituna
para
identificar los
compuestos
gque puedan
inhibir la
agregacion y
la toxicidad
del oligébmero
aparte de
tener un
efecto
antioxidante
La variedad
con mejores
resultados es
la Koroneiki,
la cual
contiene
extractos de
oleuropeina
aglicona y
oleuropeina

-Se realiza un examen contra la agregacion de a-sinucleina
basado en ensayos de deteccion Tioflavin T (ThT).

Para validar los datos que nos proporciona ThT se hace uso de
las técnicas de Far-UV CD spectroscopy, SDS-PAGE y
microscopia electronica de transmision.

-Se hace uso de la filtracion de gel para ver si la incubacién de
los extractos puede desagregar las fibrillas existentes. Se
monitorea mediante absorcion 215 nm para poder detectar la
aparicion de a-sinucleina soluble.

-Determinacién de si los extractos podrian afectar o no al
alargamiento de las fibrillas existentes. Para ello se hicieron
ensayos de agitacion y no agitacion.

-Se evalla la actividad antioxidante mediante el ensayo con 2,2-
Difenil-I-Picrilhidrazilo (DPPH).

-Se hace una separacién e identificacién de compuestos
fendlicos de las fracciones mas eficaces, usando el analisis LC-
MS para separar e identificar los componentes principales de
estas fracciones.

- Los 15 extractos que se usan son
eficaces inhibiendo la agregacion de a-
sinucleina, pero se usaran los 7 mejores.
El extracto de Koroneiki fue
particularmente eficaz en la retencion de
la conformacién desplegada de a-
sinucleina, y su preeminencia en
comparacion con los otros extractos se
hizo mas evidente ya que la
concentracion de extracto se redujo a
0.15y 0.1 mg/ml.

-El efecto de los agregados solubles en
todos los casos el nivel de monémeros no
cambia lo que quiere decir que la mayoria
de a-sinucleina no se perdia.

-Las fibrillas existentes son desagregadas
por el extracto de Koroneiki.

-El extracto de Koroneiki fue el mejor
inhibidor de la nucleacién y el
alargamiento en los ensayos de agitacién
y no agitacion.

Todos los extractos mostraron niveles de
dosis-respuesta similares en este ensayo.
- la mayor familia de compuestos consiste
en oleuropeina y sus derivados. Las
imagenes TEM de la a-sinucleina
después de la incubacion en presencia de
oleuropeina confirman la ausencia de
fibrillas.
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https://doi.org/10.1074/jbc.ra118.005723
https://doi.org/10.1074/jbc.ra118.005723
https://doi.org/10.1074/jbc.ra118.005723

Oleuropein Investigar -Glucésido - Para preparar la muesta esta se desglicosil6 mediante El efecto entre oleuropeina aglicona y a-
aglycone sobre una de tratamiento con almendra de glicosidasa, la desglucosilacion de | sinucleina se evalué mediante
stabilizes the posible oleuropeina | la oleuropeina se comprobé mediante analisis de espectroscopia.
monomeric a- | estrategia comprado. espectrometria de masas y mediante el ensayo de la glucosa La oleuropeina interfiere con la
synuclein que consiste | -a-sinucleina | liberada en el sobrenadante. agregacion de a-sinucleina en fibrillas
()and favours | en el uso de -Se expres6 a-sinucleina en la linea celular Escherichia coli amiloideas, cuando se incuban in vitro se
the growth of moléculas BL21(DE3) transfectada con el plasmido pER28b/syn. La agregan estas fibrillas y la formacion de
non-toxic pequefias proteina recombinante se purifico por RP-HPLC. La pureza del las mismas se ha visto retrasada, cuando
aggregates ( capaces de material, asi como la identidad del mismo fueron evaluados por | estan en presencia de oleuropeina
https://doi.org/ | ralentizar el espectrometria de masas. aglicona en una proporcién 1:3 a-
10.1038/s4159 | proceso de - Para inducir la agregacion de la a-sinucleina se filtro y se sinucleina: oleuropeina, aun se distingue
8-018-26645- agregacion incubo una muestra con 70 proteinas, la agregacion de estas se | fibrillas en la muestra pero si se cambia a
5) de a- comprobaria con un ensayo de union de ThT, microscopia 1:10 la sefial de fibrilacion de a-sinucleina
sinucleina electronica de transmision, protedlisis limitada, cromatografia de | apenas incrementa, esto confirma que la

filtracion de gel y fase inversa (RP-HPLC). oleuropeina aglicona interfiere con el

Se hicieron experimentos para evaluar la interferencia de la proceso de agregacion de la a-sinucleina.

oleuropeina aglicona afiadiendo polifenoles a las muestras de

proteina e incubando estas.

-Se estudio el tamafo y la morfologia de los agregados de a-

sinucleina mediante microscopia electrénica de transmision y

dispersion dinamica de luz.
Healthspan La Oleuropeina | La oleuropeina glucosada de desglucosida mediante Mediante la evaluacion de la resistencia
Maintenance investigacion | aglicona del | tratamiento con almendra de glucosidasa al estrés por calor la vida media aumento
and se centraen | aceite de Para producir la a-sinucleina humana en C. elegans se expone | entre un 15% y un 22% al ser tratado con
Prevention of el estudio de | oliva virgen al pesticida retenona y asi poder inducir la enfermedad de 250 pg/ml y 500 pg/ml de oleuropeina
Parkinson’s- los extra. Parkinson en los modelos, se manifiesta en forma de aglicona, con 30 pg/mly 100 pg/ml no se
like polifenoles C. elegans movimiento deteriorado. observé beneficio.
Phenotypes del aceite de | (caenorhabdi La oleuropeina aglicona fue capaz de
with olivay el tis elegans) En esta investigacién se han realizado experimentos con C. inhibir parcialmente la disminucién del
Hydroxytyrosol | efecto orgonaismo | elegans en los que mediante el uso de oleuropeina aglicona, se | movimiento inducido por la retonona en al
and beneficioso invertebrado | evalud la resistencia al estrés por calor, para ello se probaron menos un 42%
Oleuropein gue tienen con distintas concentraciones de oleuropeina aglicona. En la cepa OW13 el tratamiento con
Aglycone in C. | sobre el Para evaluar como afecta la oleuropeina aglicona al Parkinson oleuropeina aglicona mejoro un 27% el
elegans ( envejecimien los modelos afectados por la retonona son tratados con este namero de golpes/min en el dia 3 y un

https://doi.org/

toyla

polifenol. La retonona es capaz de disminuir en un 80% la

40% en el dia 7
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10.3390/ijms2 | enfermedad capacidad de movimiento de C. elegans, esto se ve en la tasa Para la cepa UA44 aumento el indice de
1072588) de Parkinson de golpes del organismo, se redujo de 50 golpes/min a 10 actividad, pero con cambios poco
mediante la golpes/min. significativos
estabilizacion Para comprobar el efecto anti-parkinson del polifenal, la Los resultados fueron mucho mas2
del estado actividad motora también se evalué en las cepas transgénicas notable en los nematodos que sufren de
MOoNoMErico C. elegans OW 13y UA44, ambos modelos con sinucleopatias. exposicion a la retonona o expresion de
de la a- La tasa de golpes se deteriord de unos 50 golpes/min a unos 35 | a-sinucleina en las células musculares
sinucleina y 23 golpes/min en gusanos jévenes no tratados. (cepa OW13).
El tratamiento que se realiz6 sobre la
La ventaja que tiene la cepa OW13 es el estado fluorescente cepa OW13 ante los dafios producidos
amarillo de la a-sinucleina sintetizada por lo que la inhibicion por la a-sinucleina observable al
polifendlica se puede observar al microscopio electronico, se microscopio electronico vio como la
van a observar los dafos inducidos por la a-sinucleina y la reduccion de la acumulacion de a-
acumulacién de esta junto al tratamiento con los polifenoles. sinucleina fue de aproximadamente un
5% en el dia 3 y un 8% en el 7 en grupos
tratados con oleuropeina.
Computational | Investigar el | Estructura Las muestras se obtuvieron de bases de datos como RCSB Los cambios conformacionales de la a-
investigation efecto que monomeérica | Protein dard bank y pubchem. sinucleina en el complejo a-sinucleina +
on the effect tiene la de a- oleuropeina observados durante el
of Oleuropein | oleuropeina | sinucleina Para la preparacion del complejo a la molécula receptora (a- periodo de simulacion han demostrado
aglycone on frente a la humana sinucleina) se le acoplo el ligando oleuropeina usando como la estructura de a-sinucleina se
the a- estabilizacién | unida a Patchdock (un servidor en linea de unién de moléculas) estabiliza debido al plegamiento parcial,
Synuclein monomeérica | micelas Se prepararon sistemas complejos de a-sinucleina y a- en el complejo se observa como el
aggregation ( de la a- como sinucleina + oleuropeina usando AMBER ff99sBildn force Field ligando oleuropeina se une a los residuos
https://doi.org/ | sinucleina molécula de sinucleina presentes en el dominio
10.1080/07391 | mediante receptora terminal.
102.2020.1728 | una para el
384) simulacién acoplamiento
computacion | moleculary
al oleuropeina

como ligando
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Oleuropein
Prevents
Neuronal
Death,
Mitigates
Mitochondrial
Superoxide
Production

and Modulates
Autophagy in a
Dopaminergic
Cellular Model
(
https://doi.org/
10.3390/ijms1
7081293)

Investigar si
la
oleuropeina
puede
prevenir la
degeneracio
n neuronal
en un
modelo
dopaminérgic
o celular de
enfermedad
de Parkinson
e investigar
la capacidad
de
oleuropeina
de mitigar el
estrés
oxidativo

Se usaron
células
obtenidas de
feocromocito
ma de rata
(células
PC12)

Se realizaron mediciones de citotoxicidad, la cual se evalué
mediante un ensayo calorimétrico basado en la medicion de la
actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada de las
células dafiadas en el sobrenadante.

La deteccién especifica de la apoptosis de la desnaturalizacion
del ADN se evaluo6 con el kit de ensayo inmunoabsorvente
ligado a la enzima (ELISA) de ADN

Deteccion de anién de superperoxido mitocondrial, se usé para
estimar la produccion de aniones de superperoxido intracelular.
Mediante la microscopia de inmunofluorescencia se consigue
monitorear los procesos relacionados con la autofagia

La oleuropeina previene la muerte
neuronal inducida por 6-OHDA, las
células PC12 tratadas con 6-OHDA se
evaluaron midiendo el indice de
citotoxicidad que acompafnado de la
medicion de niveles de desnaturalizacion
de ADN se logra detectar la muerte
neuronal.

La oleuropeina mitiga la produccion de
especies reactivas de oxigeno, para ello
se hace uso de la medicion de anion
superperoxido mitocondrial y se compara
la intensidad de la fluorescencia.

La oleuropeina modula la autofagia, para
concluir esto se midi6 la formacién de
autéfagos estos se pueden ver por
inmunofluorescencia, las células con
oleuropeina apenas sufren ninguna
alteracion.

Anexo 1: Tabla resumen de los articulos estudiados (elaboracion propia)
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