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Resumen Los estudios en el laboratorio han permitido identificar cambios del metabolismo
de haldgenos en suero y liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con enfermedad de Par-
kinson, que indican la presencia de «autohalogenacion acelerada» del LCR de los pacientes o
aumento de haloperoxidasas, en concreto, tiroperoxidasa en sangre y lactoperoxidasa en LCR.
Ademas, se ha detectado un exceso en suero y LCR de algunos derivados halogenados, como
proteinas con halogenacion avanzada tipo advanced oxidation protein products (AOPP). Estos
hechos, «autohalogenacion acelerada» e incremento de haloperoxidasas y proteinas AOPP, indi-
can la presencia de estrés halogenativo en la enfermedad de Parkinson. Ademas, un derivado
halogenado, la 3-yodo-L-tirosina, muestra toxicidad parkinsoniana en modelos experimentales,
pues se ha observado que induce agregados de a-sinucleina y dafno de las neuronas de dopamina
en cerebro e intestino en ratones. La hipotesis que se maneja es que en la enfermedad de Par-
kinson existe un exceso halogenativo, relacionado con una alteracion haloenzimatica de sintesis
o degradacion de oxiacidos de haldgenos y sus derivados halogenados. Este estrés halogenativo
se relacionaria con el dafo del sistema nervioso.

© 2019 Sociedad Espanola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Is there a halo-enzymopathy in Parkinson’s disease?

Abstract Laboratory studies identified changes in the metabolism of halogens in the serum
and cerebrospinal fluid (CSF) of patients with Parkinson’s disease, which indicates the presence
of «accelerated self-halogenation» of CSF and/or an increase in haloperoxidases, specifically
serum thyroperoxidase and CSF lactoperoxidase. Furthermore, an excess of some halogenated
derivatives, such as advanced oxygenation protein products (AOPP), has been detected in the
CSF and serum. «Accelerated self-halogenation» and increased levels of haloperoxidases and
AOPP proteins indicate that halogenative stress is present in Parkinson’s disease. In addition,
3-iodo-L-tyrosine, a halogenated derivative, shows «parkinsonian» toxicity in experimental
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models, since it has been observed to induce a-synuclein aggregation and damage to dopaminer-
gic neurons in the mouse brain and intestine. The hypothesis is that patients with Parkinson’s
disease display halogenative stress related to a haloenzymatic alteration of the synthesis or
degradation of oxyacid of halogens and their halogenated derivatives. This halogenative stress
would be related to nervous system damage.

© 2019 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Estrés oxidativo y enfermedad de Parkinson

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno y los sistemas
antioxidantes, y se considera actualmente como un meca-
nismo patogénico importante en la enfermedad de Parkinson
(EP)"2. Entre los diversos tipos de estrés oxidativo® destacan
el estrés peroxidativo, el de especies reactivas con nitro-
geno (como el d6xido nitrico o eNO) y el estrés de especies
halogenadas (como el acido hipocloroso o HOCL).

El estrés peroxidativo se debe a exceso de ion supe-
roxido (e0;~) o agua oxigenada (H,0;) y se detecta en
tejido cerebral, sangre y liquido cefalorraquideo (LCR) de
los pacientes con EP. Se sabe que la sustancia negra esta
sometida a intenso estrés peroxidativo, pues muestra un
notable incremento de marcadores oxidativos como lipi-
dos peroxidados®, 8-hidroxiguanosina (marcador de estrés
oxidativo del ADN)®, proteinas carboniladas® y productos
de lipooxidacion avanzada’. Estudios con LCR muestran un
importante descenso de la actividad de diversas enzimas
antioxidantes relacionadas con peroxidacion en los pacien-
tes con EPS.

Respecto al estrés oxidativo por especies reactivas con
nitrégeno, el exceso de actividad de ¢NO induce 2 tipos: el
estrés nitrativo y el estrés S-nitrosilativo. En la nitracion,
la oxidacion proteica ocurre en residuos de tirosina, mien-
tras que en la S-nitrosilacion sucede en residuos de cisteina.
El estrés nitrativo se detecta en la EP y afecta a proteinas
muy importantes en la enfermedad como la superdxido-
dismutasa tipo 1 (MnSOD), la tirosina-hidroxilasa (TH) y la
a-sinucleina (aSYN). La MnSOD nitrada se detecta en los
cuerpos de Lewy y en el LCR de los pacientes’. Esta proteina
nitrada pierde su funcion y origina, en ratones, vacuoliza-
cion mitocondrial y peroxidacion lipidica, fenomenos que se
observan en la EP', La TH se nitra de modo selectivo en la
EP, lo cual inhibe su funcion enzimatica, lo que podria parti-
cipar en la patogenia de la enfermedad'"'?. La «SYN nitrada
(3NT-aSYN) es un componente de los cuerpos de Lewy y es
una forma anomala de aSYN que se relaciona también con
la patogénesis de la EP'3'4, Estudios recientes con suero de
pacientes con EP indican la presencia de estrés nitrativo,
que se pone en evidencia por aumento significativo de pro-
teinas 3-nitrotirosinadas y de 3NT-aSYN'. Finalmente, en la
S-nitrosilacién, el 6xido nitrico se une a sulfidrilos de cistei-
nas y da lugar a derivados nitroso-sulfidrilos. Esto modifica
la funcionalidad de diversas proteinas importantes en la EP,

como la proteina disulfuro isomerasa o la parkina'®'’. Ambas
proteinas nitrosiladas pierden su capacidad antioxidante y
de proubiquitinacion y se facilita la agregacion y depositos
proteicos'® %,

Estrés halogenativo y enfermedad de
Parkinson

Respecto al estrés halogenativo, se debe a un exceso de
especies reactivas halogenadas, principalmente oxiacidos
de haldgenos, como acido hipocloroso o acido hipoyodoso.
Las haloperoxidasas son las enzimas que catalizan la conver-
sion de agua oxigenada en oxiacidos, tras la incorporacion
de haldgenos (fig. 1)?°23. Las especies halogenadas son de
creciente importancia para entender la etiologia de la EP
y otras enfermedades neurodegenerativas' %426, Entre las
haloperoxidasas, destacan las de células blancas y micro-
glia, como la mieloperoxidasa y la eosinofilo-peroxidasa;
o las de células captadoras de yodo/bromo como tiroides,
glandulas salivares y mama, como la tiroperoxidasa (TPO),
peroxidasa salival y la lactoperoxidasa (LPO). Los oxiacidos,
a su vez, halogenan aminoacidos y proteinas, de modo que
estos derivados se incrementan si hay exceso de oxiacidos o
de actividad haloperoxidasa.

Entre los aminoacidos halogenados, aquellos que se deri-
van de tirosina como clorotirosinas o yodotirosinas son
de sumo interés para la EP, pues han demostrado toxi-
cidad sobre neuronas de dopamina y son inhibidores de
la tirosina-hidroxilasa'?>%72%, Otros aminoacidos clorados,
como clorocisteina o clorolisina, también dafan las neuro-
nas de dopamina al alterar las proteinas de membrana’.
Dentro de la familia de proteinas halogenadas destacan
las proteinas modificadas por hipoclorito, las haloaminas
y los productos proteicos con halogenacion avanzada o
AOPP (en inglés advanced oxidation protein products)®'.
Las proteinas modificadas por hipoclorito presentan intensa
cloracion en residuos de cisteinas. Las haloaminas son oli-
gopéptidos halogenados. Las AOPP son proteinas anormales
que presentan fuerte halogenacion, sobre todo clorada, de
residuos ditirosinicos y de lisina de la molécula. En nues-
tro laboratorio se ha detectado en suero un incremento
de TPO en ~35% de los pacientes'”, y en LCR un incre-
mento de LPO en ~43% de los pacientes (no publicado).
También hay que citar que los pacientes suelen presen-
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Vias metabdlicas relacionadas con halogenacion de proteinas y aminoacidos

205 + hakdgano lbre

Figura 1 Vias metabdlicas relacionadas con estrés halogenativo, que afectan a proteinas y aminoacidos. Las haloperoxidasas
producen oxiacidos de haldégenos a partir de haldgenos y agua oxigenada. Los oxiacidos son degradados por deshalogenasas a
hidracidos o pueden, a su vez, halogenar proteinas y aminoacidos. Las proteinas se convierten en haloproteinas o haloaminas, y los
aminoacidos en haloaminoacidos. Las haloproteinas se degradan lentamente. Las haloaminas y los haloaminoacidos son degradados
por deshalogenasas, generando aminoacidos, péptidos y aminas, y por la glutation-S-transferasa, generando sulfacidos y oxiacidos.
En fin, un exceso de actividad haloperoxidasa o un defecto de degradacion enzimatica pueden causar estrés halogenativo, con
exceso de oxiacidos y derivados halogenados.

DEHAL: deshalogenasas; GST, glutation-S-transferasa; H,0,: agua oxigenada.
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Anos de enfermedad de pacientes en grado 1 0 2 de Hoehn-Yahr

Figura 2 Relacion entre los niveles séricos de proteinas con halogenacion avanzada tipo AOPP y la duracion correspondiente de
la enfermedad de Parkinson en anos. Los pacientes (n = 34) se encuentran en la etapa de enfermedad de Parkinson grado 1 o 2
de Hoehn-Yahr. Se observa que aquellos pacientes con una duracion de la enfermedad de mas de 13 afos presentan bajos niveles
séricos de AOPP (rombos, pacientes < 13 aios, AOPP 487 4 60 uM; cuadrados, pacientes con mas de 13 anos de evolucion, AOPP
87 + 9puM; p < 0,01, test de Student). Las lineas continuas representan la media de cada grupo. La escala de Hoehn-Yahr es un
sistema comUnmente utilizado para describir como progresan los sintomas de la enfermedad de Parkinson (desde 1, afectacion
unilateral solamente, hasta 5, confinamiento en la cama o silla de ruedas a menos que lo ayuden).

Fuente: Modificado Garcia-Moreno et al.?

tar exceso de AOPP en suero y LCR™. Todo ello indica
que hay estrés halogenativo en los pacientes con EP. Los
oxiacidos de haldgenos y sus derivados aminicos (haloa-
minoacidos y haloaminas) son degradados principalmente
por deshalogenasas (DEHAL), aunque también interviene la
glutation-S-transferasa (GST). Entre las deshalogenasas des-
tacan las yodotirosina-deshalogenasas tipo 1 o DEHAL1. Las
yodotirosina-deshalogenasas 1 presentan 2 isoformas princi-
pales (DEHAL 1y 1B) y son oxidorreductasas que en humanos
se encuentran codificadas por el gen IYD*?. Los derivados
halogenados proteicos, que suelen aparecer en situaciones
de estrés halogenativo mantenido como inflamacion cro-

nica o desordenes metabolicos, son degradados lentamente
y permanecen en los fluidos®'. La figura 1 muestra las vias
de metabolismo y estrés halogenativo comentadas.

En la enfermedad de Parkinson hay una
actividad halogenativa anémala

Los estudios en el laboratorio han permitido identificar
cambios halogenativos en suero y LCR de los pacientes. Pri-
meramente se detect6 en suero un exceso de proteinas con
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Tabla 1  Niveles de tiroperoxidasa, lactoperoxidasa y mie-
loperoxidasa, detectados en suero y LCR de enfermos con
Parkinson, y sujetos control

Parkinson Controles
TPO (pg/ml)
Suero 1.736 & 425* 3644212
LCR Nd Nd
LPO (ng/ml)
Suero 765,8 £ 67 788,2 £ 65
LCR 13,2 + 1,4* 8,5+0,8
MPO (pg/ml)
Suero 39.638 & 6.950 29.202 4 9.845
LCR 110 & 28 91 + 11

Media + error estandar de la media.

" p < 0,05 respecto a controles (test de Student).
LCR: liquido cefalorraquideo; LPO: lactoperoxidasa; MPO: mie-
loperoxidasa; Nd: no detectable; TPO: tiroperoxidasa.
Fuente: Modificado de Fernandez et al.'®> y Garcia-Moreno
etal.?>.

halogenacion avanzada tipo AOPP. Ademas, los niveles de
AOPP séricos se relacionan con el tiempo que la enfermedad
permanece en grado 2 de Hoehn-Yahr sin pasar a estadios
mas avanzados, como muestra la figura 2. Los enfermos con
mas de 13anos con EP y que se encuentren en grado 2, o
sea, en un relativo buen estado motor, presentan de modo
significativo bajos niveles séricos de AOPP. Estos pacientes
podrian poseer mecanismos antihalogenativos mas eficaces
o un estrés halogenativo global menos severo. En este sen-
tido, hay que ainadir que no se detectaron cambios de interés
en la mieloperoxidasa sérica o del LCR, la haloperoxidasa
mas relacionada con la producciéon de AOPP?>.

Ademas, se observé la presencia de AOPP en LCR de los
enfermos, cuando era indetectable en LCR de sujetos con-
trol. Se detectd AOPP en LCR de ~53% de los pacientes, con
un contenido medio de AOPP de 11,4 + 2 uM. No se observo
correlacion con el grado de la enfermedad ni con los afos
de evolucion, pero la presencia de proteinas AOPP en LCR
indica, sin duda, estrés halogenativo en el sistema nervioso
central.

Como se ha comentado, un exceso de haloperoxidasas
puede inducir estrés halogenativo, de modo que estas enzi-
mas han sido objeto de nuestro estudio. Primero se estudio la
presencia en los pacientes de la TPO, peroxidasa que no solo
es detectable en tiroides sino también en sangre y otros flui-
dos. Los resultados indican que el nivel medio de TPO esta
aumentado en el suero de los enfermos (1.736 + 425 pg/ml
en los pacientes versus 364 + 212 pg/ml en controles;
p < 0,05), lo que se debe a un aumento de la TPO sérica en
el ~35% de los pacientes estudiados (se considera un punto
de corte o cut-off de 1.000 pg/ml, valor que no se alcanza
en controles). Luego, se analizaron los niveles de LPO, halo-
peroxidasa que se detecta normalmente en sangre, leche y
tejido cerebral. El LCR presentaba nivel elevado de LPO en
el ~43% de los pacientes estudiados (13,2 + 1,4 ng/ml en
los pacientes versus 8,5 & 0,8 ng/ml en controles; p < 0,05;
datos no publicados). Finalmente, se analizd el nivel de
mieloperoxidasa en suero y LCR, pero no se detectaron dife-
rencias respecto a controles. La tabla 1 muestra los niveles

detectados de las haloperoxidasas mencionadas en suero y
LCR.

La posible presencia de estrés halogenativo en los
enfermos se estudio en LCR por medio de curvas espectro-
fotométricas de halogenacion espontanea atmosférica. Los
fluidos se exponen a la atmoésfera y se mide la presencia
de derivados halogenados tipo AOPP a 325 nm3"-33. Como se
observa en la figura 3, la halogenacion del fluido sucede mas
rapidamente en el LCR de los enfermos que en los contro-
les, pues la curva se desplaza a la izquierda. Esto indica que
hay una «autohalogenacion acelerada» en LCR de pacientes
con EF?, Este hecho se observd en ~50% de los enfermos
analizados. No se ha detectado que el nivel de AOPP o de
LPO se correlacione con «halogenacion acelerada» del LCR
en los enfermos.

La 3-yodo-L-tirosina es un neurotéxico
«parkinsoniano»

El hecho de que se haya detectado aumento en suero de
TPO y proteinas halogenadas tipo AOPP, y exceso halogena-
tivo e incremento de LPO y AOPP en LCR en un porcentaje
de enfermos podria indicar que hay un incremento de pro-
ductos halogenados aminicos en sangre y LCR, derivados de
oxiacidos de halégenos. Como se ha comentado, entre los
aminoacidos halogenados, aquellos que incluyen a la tiro-
sina como clorotirosinas o yodotirosinas son de sumo interés
para la EP, pues han demostrado toxicidad sobre neuronas de
dopamina o son inhibidoras de la tirosina-hidroxilasa?>?7-28,
En nuestro laboratorio se ha estudiado en modelos celulares
y animales la posible accién parkinsoniana» de la 3-yodo-
L-tirosina. Pues bien, se ha detectado que dicha tirosina
induce efectos parkinsonianos en modelos celulares y ani-
males, con la aparicion de inclusiones de aSYN y muerte de
neuronas positivas a TH. El hecho de que nuestros resultados
indiquen que la 3-yodo-L-tirosina tiene poder proagregante
de aSYN realza su posible papel parkinsoniano, pues este
hecho se considera un factor crucial en el desarrollo de la
EP343, Estos resultados se han publicado recientemente?.

Como primer ejemplo de los resultados obtenidos, la
exposicion a 3-yodo-L-tirosina de neuronas de dopamina de
la sustancia negra de raton induce agregados intraneurona-
les que expresan «SYN 'y TH, como se observa en la figura 4.

También en un modelo de inyeccion intracerebral
unilateral en ratones, la inyeccion intraestriatal de 3-
yodo-L-tirosina induce dafo del circuito nigroestriado. La
densidad TH del estriado se reduce un ~30% tras las inyec-
cionesy el nimero de neuronas TH+ de la sustancia negra cae
~35%. Esto se acompana de alteraciones comportamentales
«parkinsonianas» en ratones, como giro inducido o acine-
sia/bradicinesia.

Finalmente, se ha estudiado, en ratones, el efecto de
la inyeccion intraperitoneal repetida de 3-yodo-L-tirosina
sobre la pared yeyunal. Hay que decir que los agregados de
aSYN y la degeneracion de neuronas positivas a TH se detec-
tan en humanos en otras localizaciones periféricas al sistema
nervioso central: destaca el sistema nervioso entérico del
tracto digestivo, desde el esofago hasta el recto®***%”, Como
se observa en la figura 5, la inyeccion repetida de 10 uM de
3-yodo-L-tirosina induce la presencia de aSYN agregada en
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HORAS

Curvas de halogenacion espontanea de liquido cefalorraquideo por exposicion atmosférica durante 27 horas, en 2 sujetos

con niveles similares basales y de formacion de AOPP. La curva gruesa es representativa de un paciente con enfermedad de Parkinson,
y la fina de un sujeto control. Se observa el desplazamiento a la izquierda en el paciente, lo que indica una «autohalogenacion

acelerada» del LCR.

A Neurona de sustancia negra tratada
con 10 nM de 3-yodo-L-tirosina

10 um

B Neurona de sustancia negra
tratada con solucién vehiculo

10 um

Figura 4 Neuronas dopaminérgicas de sustancia negra en cultivo tratadas con 10 uM de 3-yodo-L-tirosina (A) o solucion vehiculo
(B), tras inmunocitoquimica para tirosina-hidroxilasa y a-sinucleina. A) Se observan numerosas inclusiones redondeadas que expresan
tanto a-sinucleina (aSYN) como tirosina-hidroxilasa (TH), de ahi el color claro. Numerosos agregados se observan alrededor del
nucleo. B) Se observa una neurona tratada con solucion vehiculo en la que hay sefial clara difusa en el soma principalmente, y mas
oscura de TH en las neuritas. Es decir, la senal de aSYN se detecta difusa en el soma junto a TH, dando un color claro, y la senal de
TH es mas intensa en las neuritas. No se detectan inclusiones como en la figura A. El nlcleo se tiid con DAPI.

N: nlcleo.

Fuente: Tomada de Frenandez-Espejo?¢. Copyright © 2018, Fisiologia, revista de la Sociedad Espafiola de Ciencias Fisioldgicas.

Figura5 Imagen de la pared yeyunal tras inmunohistoquimica
de a-sinucleina (aSYN), en ratones tratados intraperitoneal-
mente con 4 inyecciones semanales de 10uM de 3-yodo-L-
tirosina. Se observan los plexos de Meissner y Auerbach (flechas)
positivos a aSYN, engrosados y con aglomerados de la proteina.
Este hecho no se observa en ratones control, en los que los
plexos son finos y expresan poco aSYN.

los plexos de Auerbach y Meissner, con engrosamiento de las
fibras nerviosas, lo que no se observa en sujetos control tra-
tados con vehiculo. También hay degeneracion de neuronas
TH+Yy sus fibras. Estos resultados encajan también con estu-
dios con modelos experimentales de EP como el de MPTP.
Asi, se sabe que el MPTP induce un decremento intestinal
de 40-80% de neuronas TH+ en ratones, con la presencia de
agregados de aSYN en los plexos intramurales del sistema
nervioso entérico de ratones*®“°,

Conclusiones

Los estudios en el laboratorio han permitido identifi-
car cambios del metabolismo de haldgenos en suero y
LCR de pacientes con EF que indican la presencia de
«autohalogenacion acelerada» del LCR de los pacientes o
aumento de haloperoxidasas, enzimas de sintesis de oxiaci-
dos de halogenos, en concreto, TPO sérica o LPO del LCR.
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Ademas, se ha detectado un exceso en suero de algunas
moléculas derivadas de exceso de halogenacion, como pro-
teinas con halogenacion avanzada tipo AOPP. Estos hechos,
autohalogenacion acelerada e incremento de haloperoxi-
dasas y proteinas AOPP, indican la presencia de estrés
halogenativo en la EP. Ademas, la 3-yodo-L-tirosina, un
derivado halogenado, muestra toxicidad parkinsoniana en
modelos experimentales, pues se ha observado que induce
agregados de «-SYN y dafno de las neuronas de dopamina en
cerebro e intestino en ratones.

La hipétesis que se maneja es que en la EP existe un
exceso halogenativo, relacionado con una alteracion enzi-
matica de sintesis o degradacion de oxiacidos de halogenos
y sus derivados halogenados. Es decir, como proceso patolo-
gico en la enfermedad, tendria lugar una haloenzimopatia,
que originaria estrés halogenativo que podria relacionarse
con el dano del sistema nervioso.
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