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I. Resumen

La enfermedad de Parkinson es el segundo trastorno neurodegenerativo mas
frecuente, después de la enfermedad de Alzheimer, afectando aproximadamente al
19% de la poblacion mayor de 65 anos. Se caracteriza por la degeneracién de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra pars compacta, siendo el sello citopatologico
principal la aparicién de agregados proteicos tracitoplasmdticos denominados
cuerpos de Lewy. Estos agregados estin compuestos principalmente por formas
fibrilares de la proteina o-sinucleina, cuya acumulacion se vincula a la disrupcién de
diversos mecanismos moleculares, como la produccién de dopamina y el transporte
mtracelular. En el proceso de agregacion de la a-sinucleina, se distinguen varias formas
mtermedias, incluyendo las formas oligoméricas y prefibrilares, que poseen

propiedades estructurales, funcionales y de toxicidad distintas.

La agregacion de a-sinucleina y la formacion de cuerpos de Lewy no se limitan
a las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta, sino que también
se observan en otras regiones del sistema nervioso periférico, como el sistema nervioso
entérico. Sin embargo, el valor diagnéstico de los agregados de o-sinucleina es
limitado, ya que este marcador citopatologico también se ha observado en otras
enfermedades neurodegenerativas y en muestras post-mortem de individuos sanos.
Por tanto, dado que el examen post-mortem del cerebro sigue siendo la tinica prueba
de diagnéstico definitivo de la enfermedad y que el diagnostico se basa principalmente
en aspectos sintomatoldgicos, existe la necesidad de identificar nuevos biomarcadores
que permitan un diagnostico precoz de la enfermedad. Existen diversas teorias que
mtentan explicar la propagacion de las formas fibrilares de a-sinucleina y la conexion
bidireccional entre el sistema nervioso entérico y el sistema nervioso central, aunque

aun persisten muchas incognitas por esclarecer.

Estudios recientes han demostrado que, en varias enfermedades
neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Parkinson, el complejo de Golgi se
fragmenta y dispersa como resultado de alteraciones en el proceso del trifico
mtracelular. Investigaciones previas de nuestro grupo, realizadas en un modelo celular
de la enfermedad, demostraron alteraciones en la citoarquitectura del complejo de
Golgl y en varias proteinas implicadas en diferentes etapas del trafico de membranas,

previas a la formacion de cuerpos de Lewy.



El objetivo principal de esta tesis doctoral es profundizar en el estudio de las
bases citopatologicas de la enfermedad de Parkinson, mediante el analisis morfolédgico
de la citoarquitectura del complejo de Golgl y del trafico intracelular en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta y del sistema nervioso entérico,
utilizando un modelo experimental de rata hemiparkinsonmana inducido por la

microinyeccién estereotdxica unilateral de 6-hidroxidopamina.

Los resultados de esta tesis, obtenidos mediante técnicas morfoldgicas
convencionales y de alta resolucion, combinadas con técnicas bioquimicas y de
biologia molecular en este modelo de rata hemiparkinsoniana, revelan que las
neuronas dopaminérgicas de los plexos nerviosos del sistema nervioso entérico del
colon presentan un comportamiento similar al de las neuronas de la sustancia negra
pars compacta. Kl complejo de Golgi de las neuronas dopaminérgicas de ambas
regiones aparece fragmentado, presentando una alteracion en la distribucion y niveles
de expresion de proteinas implicadas en el mantenimiento de su citoarquitectura y en
el transporte intracelular, como la GTPasa Rabla y la SNARE sintaxina-5. Estas
alteraciones no son consecuencia de la formacién de cuerpos de Lewy, ya que estos
estin ausentes en este modelo, lo que sugiere que podrian representar eventos
tempranos que preceden a la aparicion de los cuerpos de Lewy en el desarrollo de la

citopatologia.

El estudio comparativo de las neuronas dopaminérgicas del colon proximal y
del colon distal muestra resultados similares. Considerando que el nervio vago inerva
principalmente la porcion proximal del colon, estos hallazgos apuntan que el nervio
vago podria no ser la tnica via de transmision de la citopatologia. Por ello, se han
analizado alteraciones de proteinas implicadas en la biogénesis de vesiculas
extracelulares, como la Rab3a GTPasa y la tetraspanina CD63, proponiendo a los
exosomas como una posible via alternativa de transmision. Los resultados revelan una
mayor presencia de estas proteinas en las neuronas dopaminérgicas del sistema
nervioso central y del sistema nervioso entérico en este modelo experimental, lo que
suglere una posible sobreproduccién de estas vesiculas extracelulares o una
acumulacion intracitoplasmdtica provocada por la mterrupciéon de su transporte

mtracelular en la enfermedad de Parkinson.



Nuestros resultados apoyan el estudio del complejo de Golgl y del trafico
mtracelular como nuevas lineas de investigaciéon orientadas al avance en el
conocimiento de la citopatologia de la enfermedad de Parkinson y proponen el uso
de biopsias de colon como una nueva ventana de estudio para la busqueda de

biomarcadores que puedan mejorar el diagnéstico precoz.
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I. Introduceion

1. Marco teorico y conceptual de la enfermedad de Parkinson

En 1817, James Parkinson describi6 una enfermedad que denomino
“pardlisis agitante” en un ensayo sobre seis pacientes que, segun las propias palabras
del autor, no parecio llamar la atencién de los comparieros de profesion (Dorsey et
al., 2018; Parkinson, 2002). Doscientos arios después, la enfermedad de Parkinson
(EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo mas frecuente, tras la enfermedad de
Alzheimer, afectando a mas de 6 millones de personas en todo el mundo. La
prevalencia de esta enfermedad, que suele manifestarse principalmente en personas
mayores de 65 anos, estd en constante aumento, estimandose aproximadamente 12
millones de casos en el aino 2040 (Dorsey et al., 2018). Este incremento se debe en
gran parte al envejecimiento poblacional, siendo la senectud, el principal factor de

riesgo para el desarrollo de la enfermedad.

En la actualidad, el diagnostico de la EP sigue suponiendo un desafio, ya que
se carece de biomarcadores de la enfermedad o de pruebas de diagnéstico especificas.
En su lugar, este se basa principalmente en la evaluacion de sintomas motores que
también pueden estar presentes en otras enfermedades neurodegenerativas, lo que
conlleva una tasa de error en el diagnostico de hasta un 25% (Tolosa et al., 2021).
Ademas, a pesar de la disponibilidad de una bateria de tratamientos paliativos para la

EP, esta sigue siendo hoy en dia, una enfermedad sin cura.

1.1. Etiologia de la enfermedad de Parkinson

La EP es un trastorno neurodegenerativo complejo, y su etiologia sigue siendo
objeto de investigacion. Si bien, no se conoce completamente la causa exacta de la
enfermedad, se cree que es el resultado de una combinacion de factores genéticos y

ambientales.

1.1.1. Factores genéticos

A pesar de que la mayoria de los casos de EP son de origen esporidico, se

han 1dentificado maultiples alteraciones genéticas que suponen una predisposicion a

~a
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padecer la enfermedad, representando entre un 5 y un 109 de los casos totales (Simon

et al., 2020).

Actualmente, se han descrito alteraciones vinculadas a la EP en hasta 28 genes
distintos (Khan et al.,, 2019). Entre las mutaciones génicas mas estudiadas, se
encuentran las relativas al gen SNCA, el cual codifica la proteina a-sinucleina. Las
mutaciones en este gen dan lugar a alteraciones en la sintesis y plegamiento de la
proteina o-sinucleina, lo que termina provocando su acumulacion y la consecuente
formacién de los cuerpos de Lewy, el principal sello histopatologico de la enfermedad
(Raza et al., 2019). Las mutaciones mads frecuentes en este gen son mutaciones de
cambio de sentido (AL3T, A30P, E46K, H50Q, A53E...), las cuales son de herencia
autosémica dominante, tienen una alta penetrancia y se asocian con una EP de

progreso rapido en personas de entre 40 y 50 afios (Zhang et al., 2018).

A pesar de la importancia de la o-sinucleina en la EP, en el caso del Parkinson
famihar, la principal causa viene dada por las mutaciones en el gen para la LRRK2
(leucine-rich repeat kinase £) o PARKS por su relaciéon con la EP (Khan et al., 2019;
Zhang et al., 2018), representando hasta un 40% de los casos. Las mutaciones
asociadas al gen de la LRRK2 (N1437H, R1441C/G/H, Y1699C, G2019S, 12020T...),
se han vinculado con alteraciones en la dinamica de microtibulos, el trafico vesicular,
la sinapsis neuronal, la alteracion en la regulacion de la dopamina o la acumulacion

de la a-sinucleina (Jeong y Lee, 2020).

Algunas mutaciones en otros genes como el GBA (enzima
glucocerebrosidasa), VPS35 (proteina de clasificacion vacuolar), Parkin, PINK1 o el
DJ-1, también se han relacionado con la EP (Zhang et al., 2018). Sin embargo, a pesar
de su vinculacion directa con el desarrollo de la EP, las mutaciones mencionadas, no
se encuentran en la mayor parte de los pacientes diagnosticados de la EP, y cuando
aparecen, en la mayoria de los casos, son mutaciones con penetrancia incompleta,
idicando que debe de haber otros factores ambientales o genéticos involucrados en

el desarrollo de la enfermedad (Simon et al., 2020).

Alteraciones en el trifico mtracelular

Los recientes avances en genética y en modelos animales, indican que las

alteraciones en el trifico mtracelular son un evento temprano en la patogénesis de la
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EP y de otras enfermedades neurodegenerativas (Hasegawa et al., 2017). Varios de los
genes implicados en la EP, como el LRRK2, tienen un papel relevante en la ruta de
endocitosis y en el trafico de vesiculas sindpticas, regulando incluso, la funcién de
proteinas implicadas en el mantenimiento del transporte intracelular como las Rab

GTPasas (Sheehan y Yue, 2019).

1.1.2. Factores ambientales

La exposicién a factores ambientales se ha considerado factor de riesgo para
padecer la EP desde que accidentalmente Langston et al. en 1983, describiesen un
sindrome parkinsoniano a raiz de la administracion intravenosa de 1-metil-4-fenil-,6-
tetrahidropiridina (MPTP), un compuesto secundario que se forma a partir de la
sintesis de meperidina, un opioide cuyo abuso podia provocar esta sobreexposicion
(Langston et al., 1983). En el caso del MPTP, posteriormente se descubrié que es un
compuesto que atraviesa la barrera hematoencefilica y que tiene afinidad por los
canales de dopamina, bloqueindolos y provocando dano neuronal (Yuan et al., 2021).
Desde entonces, se han descrito una gran variedad de factores ambientales cuya

exposicion induce o predispone a padecer la EP.

Exposicion quimica

Existen otros ejemplos de compuestos quimicos cuya exposicién continuada
se ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollar la EP, como son los pesticidas
como la rotenona, el paraquat, el dicloro difenil tricloroetano (DTT) o la dieldrina
(Yuan et al., 2021; Huang et al., 2022). Mientras que algunos de estos compuestos han
caido en desuso por su elevada toxicidad, existen nuevos factores de riesgo, como las
particulas en suspension debidas a la contaminacion ambiental o el entorno laboral,
las cuales provocan la acumulacion de metales pesados en el organismo, como pueden

ser el manganeso, el cobre, el hierro, el mercurio, el plomo, el aluminio o el bismuto

entre otros (Bjorklund et al., 2018; Vellingiri et al., 2022).

Estos metales, pueden ser fagocitados por macrofagos o atravesar
directamente la barrera hematoencefilica, llegando asi a diversas dreas del sistema
nervioso central (SNC), como la sustancia negra pars compacta (SNpc), lo que a su

vez puede dar lugar a una lesion neuronal (Bjorklund et al., 2018).
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Infeccion virica

La relacion entre las infecciones viricas y la EP se comienza a describir tras la
pandemia de 1918, causada por el virus de la influenza HIN1 (Smeyne et al., 2021).
Desde entonces, las infecciones causadas por ciertos virus se han relacionado con un
mayor riesgo de padecer la EP, entre ellos, los virus de la hepatitis B y C, el virus del
VIH, el virus del herpes simple (HSV-1) o el virus de la reciente COVID-19 (SARS-
CoV-2) (Leta et al., 2022; Mysiris et al., 2022). Aunque el mecanismo molecular por
el que causan esta mayor predisposiciéon a padecer la EP no esti claro, se ha descrito
que estos virus pueden producir una cascada de citoquinas inflamatorias en el SNC
que induciria la lesion dopaminérgica (Smeyne et al., 2021), ademas de estar
relacionados con la agregacion de la a-sinucleina (Yuan et al., 2021) o en el caso de

virus neurotrépicos, pueden provocar daiio neuronal directo.

Microbrota

Algunos estudios sostienen, que la alteracion en la diversidad y riqueza de la
microbiota intestinal, puede ser un factor de riesgo para padecer la EP, debido a
diferencias significativas encontradas en las poblaciones bacterianas de individuos
sanos y pacientes de EP. En concreto, la sobrepoblacion de las familias,
Bifidobacterium, Lactobacillaceae o Streptococcaceae o la depleciéon de la familia de
las Prevotellaceae (Scheperjans et al., 2015), se ha asociado a acumulacién de o-
sinucleina (Shen, 2020), mduccién de citoquinas inflamatorias, aumento de la

permeabilidad intestinal o liberacion de neurotoxinas (Sun y Shen, 2018).

1.2. Sintomatologia de la enfermedad de Parkinson

La variedad de sintomas que se asocian a la EP se origina por la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas en la SNpc en el mesencéfalo. Esta sintomatologia se
puede clasificar en sintomas motores y sintomas no motores (Reich y Savitt, 2019).
Entre los sintomas motores mds caracteristicos se encuentran: bradicinesia
(lentificacion de los movimientos) o acinesia (ausencia de movimiento), tremor
(movimiento involuntario), rigidez, amimia facial (pérdida de expresion facial),
disminucién del parpadeo y alteracion en la postura, siendo el tremor el sintoma mas
reconocido de la enfermedad, presentindose en mds del 709% de los pacientes (Beitz,

2014).
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Sin embargo, estos sintomas motores se presentan cuando ya se ha producido
una degeneracién superior al 509% de las neuronas dopaminérgicas, con la
consiguiente dificultad para realizar un diagnostico precoz de la enfermedad. Aunque
son menos conocidos, los sintomas no motores de la EEP se presentan en hasta el 90
% de los pacientes, previamente a los sintomas motores (Beitz, 2014). Entre los
sintomas no motores, son destacables la anosmia (pérdida del olfato), alucinaciones,
estrenimiento, trastorno del suerio REM, fatiga o depresion (Tabla 1) (Reich y Savitt,

2019; Reichmann, 2017).

Tabla 1. Sintomas no motores en la IEP. Tabla de elaboracion propia basada

en Reich y Savitt, (2019).

Categoria Sintoma

Alucinaciones
Demencia
Fatiga
Neuropsiquidtrico Apatia
Ansiedad

Depresion

Disfuncion cognitiva

Estreniimiento
Disfagia
Autonomico Incontinencia fecal

Sialorrea

Hipotension ortostatica

Anosmia

Sensorial e Vision borrosa
Dolor

Trastorno del sueio REM

N Insomnio
Suernio . . .
Excesivo sueno diurno

Sindrome de piernas inquietas

1.3. Métodos de diagnostico de la enfermedad de Parkinson

Como hemos comentado anteriormente, la EP es una enfermedad cronica,
que afecta principalmente al sistema motor por el déficit de dopamina en la via
nigroestrial, originando los sintomas motores en el 709% de los pacientes. Sin embargo,
la sintomatologia motora se presenta tras una degeneracion de mas del 509% de las
neuronas dopaminérgicas en el SNC, por lo que realizar un diagnéstico de la EP en
las primeras etapas de la patologia, sigue siendo hoy en dia un desafio y una necesidad

médica.
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El diagnéstico de la EP se realiza principalmente en base a la examinacion
clinica, consideriandose normalmente la bradiquinesia y el tremor sintomas necesarios
para diagnosticar la enfermedad (Kobylecki, 2020). Ademds de la evaluacion
neuroldgica, también es habitual el uso de técnicas de imagen, como la resonancia
magnética, la tomografia computarizada por emisién de foton tnico y la tomografia
por emisién de positrones, para detectar alteraciones neuroquimicas en el cerebro

(Bidest et al., 2021).

Estas técenicas, suponen un apoyo en la identificacion de la EP, pero a pesar
de su utihdad, no proporcionan un diagnéstico definitivo, debido a la imposibilidad
de diferenciar la EP de otras enfermedades neurodegenerativas que afectan a la

sustancia negra (SN), como la demencia con cuerpos de Lewy (Tolosa et al., 2021).

Actualmente, existen estudios que apoyan el uso de fluidos corporales como
la saliva, la sangre o el liquido cefalorraquideo, para la bisqueda de biomarcadores de
la EP, entre los que se incluyen la presencia de neurotoxinas enddgenas, como las
formas oligoméricas de la o-sinucleina, productos del estrés oxidativo, citoquinas
mflamatorias o anticuerpos. Aunque estas alteraciones se consideran potenciales
biomarcadores de la EP, los resultados de estos estudios son contradictorios
(Ugrumov, 2020). Finalmente, para un diagnéstico definitivo de la EP, se recurre a
estudios post-mortem del encéfalo, los cuales muestran una precisién del 819 en el
diagnostico actual de la enfermedad, indicando la necesidad de reevaluar los métodos

de diagnostico clinico con regularidad (Bidesi et al., 2021; Kobylecki, 2020).

1.4. IFisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

La principal caracteristica fisiopatologica en la EP es la pérdida progresiva de
neuronas dopaminérgicas de la SNpc en el mesencéfalo. La degeneracion de estas
neuronas, que forman parte del sistema extrapiramidal encargado de regular la
funcion motora en el cuerpo estriado, origina un déficit en la produccién de
dopamina. Esta deficiencia, a su vez, desencadena una disfuncion del sistema de los

ganglios basales, dando lugar a los trastornos motores (Luo y Huang, 2016).
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1.4.1. Aspectos generales de la dopamina en el contexto de la enfermedad de

Parkinson

La dopamina es una feniletilamina que actia como neurotransmisor en el
SNC. La dopamina forma parte de un grupo de hormonas denominadas
catecolaminas, cuya sintesis se origina a partir del aminoacido tiroxina en el citosol en

dos pasos.

La primera reaccion, es la oxidacion catalizada por la tiroxina hidroxilasa
(TH) de la tiroxina a I-dihidroxifenilalanina (L-DOPA o levodopa) (Figura 1).
Después, la segunda reacciéon consiste en la descarboxilacion de la I-DOPA,
catalizada por la L-aminodcido aromatico descarboxilasa (AADC), produciendo COs

y dopamina (Segura-Aguilar et al., 2014).

La sintesis de dopamina es un proceso altamente regulado, ya que en
condiciones de exceso de dopamina y pH normal en el citosol (pH 7.4), esta se puede
autooxidar formando dopamina-quinona o desaminarse por accion de la enzima
monoamino oxidasa (MAQO), produciendo el 3,4-hidroxifenilacetaldehido (DOPAL),
peroxido de hidrogeno (H:O:) y un grupo amonio (Masato et al., 2019). E1 DOPAL
generado como resultado de la catilisis de la dopamina puede tener efectos
perjudiciales para las neuronas dopaminérgicas, va que es considerado una
neurotoxina endogena (Masato et al., 2019). Ademas, la produccion de H:O: como
subproducto de la deshidrogenacién del DOPAL, contribuye al estrés oxidativo en
estas neuronas. El estrés oxidativo es un fenomeno en el cual se acumulan cantidades
daninas de especies reactivas del oxigeno en las células, lo que puede llevar a la

disfuncion celular y contribuir a la patologia de enfermedades como la EP.

Posteriormente, el DOPAL es metabolizado por la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH) a 4cido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC), un metabolito
mads neutro para la célula (Chakrabarti y Bisaglia, 2023). Ademais de la regulacion
enzimdtica, para evitar la acumulacion de dopamina en la neurona, esta se transporta
rapidamente tras su sintesis por la accion del transportador vesicular de monoaminas
2 (VMA'T-2) y se almacena en vesiculas sindpticas a un pH bajo (2.0-2.4) y en ausencia

de MAO (Chakrabarti y Bisaglia, 2023; Segura-Aguilar et al., 2014).
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En pacientes con EP, se han descrito alteraciones en estos sistemas de
regulacion, describiéndose niveles superiores de DOPAL en los pacientes con
respecto a individuos sanos, lo que se ha asociado también a una menor actividad de
VMAT-2 (Goldstein et al., 2011). Esto sugiere que el deterioro en el almacenamiento
y liberacién de la dopamina puede contribuir a la lesion dopaminérgica caracteristica

de la EP.

En el estudio llevado a cabo por Burbulla et al. (2017) en un modelo celular
de la EP con neuronas derivadas de pacientes, identificaron que un elevado estrés
oxidativo mitocondrial, originado por una posible deficiencia en el transporte
lisosomal, producia una acumulacion de dopamina y a-sinucleina. A su vez, el
tratamiento con antioxidantes mitocondriales mitigd estos efectos, subrayando la

relevancia de las intervenciones terapéuticas tempranas en el tratamiento de la EP.

1.4.2. Mecanismo fisiopatologico de la lesion dopaminérgica en el sistema

nervioso central

Las neuronas dopaminérgicas en el SNC se localizan principalmente en la
SNpc, la sustancia negra pars reticulata (SNpr) y el area ventral tegmental (AV'T). Estos
nucleos neuronales estin anatémica y funcionalmente conectados con los ganglios
basales, siendo la dopamina el principal neurotransmisor modulador de los ganglios
basales (Huot y Parent, 2007). Los ganglios basales son nicleos subcorticales en el
mesencéfalo, entre los que se incluyen el cuerpo estriado (que a su vez se compone
de los nucleos caudado y putamen), el nucleo subtalamico (NST) vy el globo palido
(GP) (externo (GPe) e interno (GP1) (Blesa et al., 2022). Anatomica y funcionalmente,
las neuronas dopaminérgicas en el SNC se encuentran vinculadas a los ganglios

basales, proyectando conexiones en cuatro vias principales.

Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc proyectan al cuerpo estriado,
formando la via nigroestrial, la cual regula el movimiento voluntario (Luo y Huang,
2016). Desde el AV'T surgen proyecciones al nicleo accumbens (NAc) en la porcion
ventral del cuerpo estriado, la corteza prefrontal, la amigdala, el hipocampo y el bulbo
olfatorio, formando las vias mesolimbica y mesocortical (Speranza et al., 2021), las
cuales regulan el comportamiento emocional y cognitivo. Por ultimo, una cuarta via
denominada via tuberoinfundibular se origina a raiz de una poblaciéon de neuronas

dopaminérgicas en el NST que proyectan a la glindula pituitaria (Klein et al., 2019).
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En la EP, la lesion dopaminérgica en la SNpc conduce a un déficit de
dopamina en la via nigroestrial. En las primeras etapas de la fisiopatologia, este déficit
provoca una respuesta compensatoria por parte del cuerpo estriado, el NST'y el GP,
que aumentan la produccién y disponibilidad de dopamina, asi como la sensibilidad
de sus receptores de dopamina. A medida que progresa la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas en el SNpc, este mecanismo de compensaciéon se vuelve
msuficiente y se hiperactivan el GP y el NST, siendo en este momento, en el que se
originan los primeros sintomas motores de la EP. EI NST intensifica la via excitatoria
glutamatérgica hacia la SNpc para aumentar la produccion de dopamina, mientras que
el cuerpo estriado refuerza la via inhibitoria hacia el GP produciendo el
neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA), favoreciendo la actividad de
NST y al mismo tiempo produciendo la inhibicion de la via tilamo-corteza motora

(Blesa et al., 2022), contribuyendo a la disfuncién motora.
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Figura 1. Vias dopaminérgicas en el SNC y efecto de la deplecion de dopamina en los
ganglios basales. a. Vias dopaminérgicas en el sistema nervioso central. Las proyecciones de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc al cuerpo estriado (caudal y putamen) originan la via nigroestrial,
mientras que las proyecciones del AVT al NAc y a la corteza, forman las vias mesolimbica y
mesocortical respectivamente. Las neuronas dopaminérgicas del NST proyectan a la glindula
pituitaria, originando la via tuberoinfundibular. b. Vias de excitacion e inhibicion en los ganglios
basales. En ausencia de dopamina, se activa la via de inhibicion gabaérgica en el cuerpo estriado en el
GP, favoreciendo la hiperactividad del NST'y la activacién de la via excitatoria glutamatérgica del NST
sobre la SNpc¢, promoviendo la produccion de dopamina. A su vez, la activaciéon de la via gabaérgica
en el GB, también inhibe la via talamocortical, contribuyendo a la disfuncion motora en la EP. Figura

de elaboracion propia creada con BioRender.
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1.5. Histopatologia de la enfermedad de Parkinson

Actualmente, se desconoce la causa exacta de la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas en la SNpe. Una de las principales caracteristicas histopatologicas en
la EP es la aparicién de acimulos intracelulares denominados cuerpos de Lewy
(Surmeier, 2018). Estos acumulos que se componen principalmente de formas
oligoméricas y fibrilares de o-sinucleina, se han vinculado con la disrupcion de
diversos mecanismos intracelulares como la sintesis de dopamina, la dindmica de
microtdbulos, el transporte intracelular, la sinapsis o la disfuncion mitocondrial

(Antony et al., 2013; Winner et al., 2008).

Sin embargo, se desconoce si esta oligomerizacion y agregacion de la o-
S 80, g y agreg

sinucleina es un evento patogénico de la enfermedad o un mecanismo de proteccion
ante otras alteraciones (Stott et al., 2020). Entre estas alteraciones, la disfuncion

mitocondrial ha sido una de las mds estudiadas en la patogénesis de la EP.

En muestras post-mortem de SNpc de pacientes, se ha detectado una
deficiencia del complejo mitocondrial 1, el cual es vital en la cadena de transporte de
electrones en las mitocondrias, esta deficiencia se ha vinculado ademads con la
sobreexposicion a neurotoxinas como el MTPT, el paraquat o la rotenona en modelos
animales de la EP (Kouli et al., 2018). Esta alteracion en el complejo mitocondrial 1,
conllevaria la disfuncion mitocondrial y un aumento de la sintesis de especies reactivas
del oxigeno (ROS), siendo la principal fuente de estrés oxidativo en las neuronas

dopaminérgicas, provocando su degeneracion (Subramaniam y Chesselet, 2013).

Ademas, existen evidencias de que la acumulacion de proteinas como la o-
sinucleina en la EP, podria ser debida a alteraciones en los sistemas de degradacion
de proteinas. Andlisis genéticos y en muestras post-mortem humanas de P, apuntan
a una menor actividad catalitica del complejo ubiquitina-proteasoma y del sistema
lisosomal de autofagia (Kouli et al., 2018). Las alteraciones en sistemas de transporte
y degradacion intracelular, genera agregacion de proteinas, exceso de toxinas y
compuestos que podrian acumularse hasta niveles nocivos para la célula, llevando a la

muerte celular (Behl et al., 2022; Sheehan y Yue, 2019).
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1.6. Tratamiento en la enfermedad de Parkinson

La EP permanece hoy en dia como una enfermedad sin cura. A pesar de ello,
en la actualidad, disponemos de una bateria de tratamientos paliativos para el amplio

espectro sintomatoldgico, tanto motor como no motor, que presenta esta enfermedad.

1.6.1. Tratamiento farmacolégico convencional para la sintomatologia motora

La degeneracion progresiva de neuronas dopaminérgicas en la SNpc genera
una depleciéon de dopamina sobre el cuerpo estriado, lo que conlleva una disrupcion
en la modulacion de los ganglios basales y la aparicion de los sintomas motores. Es
por ello por lo que la principal diana terapéutica ha sido histéricamente restablecer

los niveles de dopamina en el SNC.

Levodopa

La dopamina no atraviesa la barrera hematoencefilica, por lo que su
administracion directa carece de utiidad como tratamiento. No obstante, uno de los
precursores metabolicos de la dopamina, la I-DOPA o levodopa, si atraviesa esta
barrera, siendo metabolizado posteriormente a dopamina en el SNC, demostrando
ser un tratamiento efectivo para mitigar los sintomas motores en las primeras etapas
de la EP (Church, 2021; Jankovic y Tan, 2020). La eficacia de la levodopa en las etapas
miciales de la sintomatologia motora es tan notoria, que una respuesta positiva a este
tratamiento suele ser indicativa para confirmar el diagnéstico de la enfermedad
(Jankovic y Tan, 2020). Habitualmente, la levodopa se administra complementada
con carbidopa, un inhibidor de la AADC. De esta forma, la carbidopa, que tampoco
atraviesa la barrera hematoencefilica, previene que la levodopa se metabolice a

dopamina en los tejidos periféricos (ver Figura 1) (Church, 2021).

A pesar de la buena respuesta inicial al uso de la levodopa, tras un periodo de
cuatro anos, el efecto se mitiga, volviendo a aparecer complicaciones motoras (Dong
et al,, 2016). Ademads, existen una serie de efectos secundarios producto del
tratamiento con levodopa que incluyen nduseas, vomitos, hipotension, confusion,
alucinaciones e incluso disquinesia (movimiento anormal y/o mvoluntario) (Jankovic

y Tan, 2020), por lo que el tratamiento exclusivo con este farmaco resulta insuficiente.
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Otros firmacos

Ademis de la levodopa, existen diversos firmacos para el tratamiento
paliativo de la sintomatologia motora. Entre los que se incluyen inhibidores de la
enzima monoamino oxidasa (MAQO), inhibidores de la catecol-O-metil transferasa

(COMT), farmacos agonistas de la dopamina o farmacos anticolinérgicos (Tabla 2).

Lainhibicion de la enzima MAQ, evita la degradacion de dopamina endogena
y la sintesis de DOPAL. La administracion de este tipo de farmacos (selegilina,
rasagilina o safinamida) junto con la levodopa reduce el efecto de la disquinesia y las
complicaciones motoras en estadios mas avanzados de la enfermedad (Jankovic y Tan,

2020).

La COMT es una enzima que metaboliza la levodopa a 3-O-metildopa
mactivando su funcién. Es por ello por lo que junto con el tratamiento dual de
levodopa y carbidopa, se suelen administrar firmacos inhibidores de la COMT
(opicapona, entacapona o tolcapona). Kl efecto terapéutico principal de estos
farmacos es una prolongacién en la duracion de la efectividad del tratamiento,

teniendo un resultado similar a los mhibidores de la enzima MAO (Church, 2021).

Ademis del tratamiento de levodopa junto con otros farmacos, también ha
surgido un tipo de monoterapia con farmacos agonistas de la dopamina (apomorfina,
pramipexol, ropinirol, rotigotina) que se prescribe en estadios iniciales de la
enfermedad. Estos firmacos estimulan los receptores de dopamina en las células
facilitando la captacion del neurotransmisor, mitigando la sintomatologia motora
micial. Sin embargo, los agonistas de la dopamina también producen diversos efectos
secundarios, como alucinaciones, hipotension, nduseas, vomitos, insomnio, cambios
comportamentales, hipersexualidad, psicosis, depresion o comportamientos adictivos
(Alonso Canovas et al., 2014), por lo que en los tltimos afios su uso se ha restringido
a las primeras etapas de la patologia de la EP. A menudo también se administran en
conjunto con otros farmacos como la amantadina (inicialmente un antiviral), el cual
reduce los sintomas secundarios originados por los agonistas de la dopamina (Dong
et al., 2016). Otros farmacos utilizados convencionalmente son los anticolinérgicos
como el trihexifenidilo o la benzatropina, los cuales inhiben la acciéon excitatoria del

neurotransmisor acetilcolina en el estriado, mitigando la sintomatologia motora.
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1.6.2. Tratamiento farmacologico para la sintomatologia no motora

La varnabilidad de sintomas no motores en la EP generalmente implica el uso
de un amplio espectro de firmacos. La sintomatologia neuropsiquidtrica suele ser
habitual en la mayoria de los pacientes con EP, los antidepresivos y ansioliticos mas
utilizados para paliar esta sintomatologia suelen incluir inhibidores de la recaptacion
de serotonina (ISRS) (fluoxetina, sertralina), benzodiacepinas (diazepam, lorazepam,
clonazepam, alprazolam) o antidepresivos triciclicos (amitriptilina, imipramina,

nortriptilina).

Otros sintomas no motores incluyen alteraciones gastrointestinales como el
estrefiimiento, nduseas, vomitos o la sialorrea, para lo que se recomienda el uso de

medicamentos como la atropina, la lubiprostona, el polietilenglicol o el ondansetréon

(Church, 2021).

En estadios mids avanzados de la patologia, es habitual que los pacientes
presenten una sintomatologia mds severa como la demencia o la psicosis, en estos
casos, los inhibidores de la acetilcolinesterasa (donepezilo, galantamina, rivastigmina)
o los antipsicoticos atipicos (quetiapina, clozapina, pimavanserina), suelen ser los

farmacos de eleccion.

1.6.3. Tratamiento quirurgico para la enfermedad de Parkinson

Estimulacion profunda del cerebro

En los estadios iniciales de la EP, el tratamiento farmacoldgico resulta efectivo
para paliar los sintomas de la enfermedad, mejorando la calidad de vida de los
pacientes. Sin embargo, con la progresion créonica de la enfermedad, el tratamiento
farmacolodgico resulta insuficiente, ya sea por los limites de su efectividad o por los

efectos secundarios que conlleva.

En los ultimos anos, se han desarrollado alternativas quirdrgicas para
pacientes cuya sintomatologia no es posible controlar mediante tratamiento
farmacolodgico. Entre estas alternativas, destaca la estimulacion profunda del cerebro
(EPC). La EPC consiste en la mmplantacion de electrodos conectados a un

neuroestimulador en nicleos neuronales de los ganglios basales, normalmente en el
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GPi1 o en el NST (ver punto 1.4.2.). Estos nucleos suelen presentar una actividad
neuronal por encima de lo normal (13-30 Hz) en la EP, indicando una sobreexcitacion
sobre la via motora debida a la deplecion de dopamina, lo que origina los sintomas
motores como la bradiquinesia, la disquinesia o el tremor. Los electrodos estimulan a
una alta frecuencia (<100 Hz) estos nucleos, provocando una lesiéon localizada en las
zonas hiperactivas, que se traduce en una mejora de la sintomatologia motora,

especialmente sobre la rigidez y el tremor (Sharma et al., 2020).

A pesar de que la EPC se considera uno de los avances mis significativos en
el tratamiento de la EP tras la levodopa, por su elevada efectividad (Sharma et al.,
2020), se trata de una técnica altamente invasiva, con un alto riesgo y efectos
secundarios consecuencia de la lesion neuronal causada por los electrodos. Entre los
efectos secundarios destacan confusion, depresion, psicosis, delirios, hemorragia,
pérdida de movimiento, inestabilidad emocional y pérdida de vision o del equilibrio

(Wagle y Okun, 2014).

Otras técnicas quirurgicas

Desde el descubrimiento de la EPC, se han introducido otro tipo de técnicas
quirtrgicas basadas en la lesion o destrucciéon de zonas del mesencéfalo afectadas por
la patologia de la EP. En estas técnicas se incluyen la lesion por radiofrecuencia,
radiocirugia estereotixica, ablacion térmica con ultrasonidos de alta densidad guiada
por resonancia magnética o la terapia térmica intersticial con laser (Lee et al., 2018;
Wagle y Okun, 2014). Aunque estas técnicas son menos invasivas que la EPC, la
efectividad del tratamiento es mds limitada, por lo que la decision del tipo de técnica
a utilizar se realiza en base a las caracteristicas individuales de cada paciente (Sharma

et al., 2020).
1.6.4. Terapias alternativas para la enfermedad de Parkinson
Terapia génica
La terapia génica es una técnica novedosa que implica la introduccién de un
gen normal en células de interés a través de un vector que suele ser de tipo viral

(principalmente adenovirus o lentivirus) para asi corregir alguna anomalia genética o

disfuncién celular.
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En la EP, se estan llevando a cabo diversos ensayos clinicos y en modelos
animales para intentar aplicar esta técnica en el tratamiento de la enfermedad (Dong
et al., 2016). Las principales vias terapéuticas de la terapia génica en la EP serfan la
mhibicion de la via motora a través de la sintesis de GABA, el aumento de la sintesis
de dopamina y la regeneracion de neuronas dopaminérgicas en la SNpe por medio

de factores de crecimiento (Buttery y Barker, 2020).

Terapia celular

El principal interés de la terapia celular en la EP es restablecer la densidad de
neuronas dopaminérgicas en la SNpc. Los recientes avances en reprogramacion de
células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés mduced pluripotent stem
cells), han dado lugar a diversos ensayos clinicos para detener o ralentizar la

degeneracion neuronal en la EP y otras enfermedades neurodegenerativas (Stoddard-

Bennett y Pera, 2019).

1erapias complementarias

Las terapias complementarias engloban un amplio espectro de técnicas que
suponen un apoyo al tratamiento farmacologico y/o quirtrgico de la EP. En este grupo
de terapias se encuentran actividades como el ejercicio fisico, la fisioterapia, la
acupuntura, la terapia ocupacional, la hidroterapia o el uso terapéutico de cannabis

(Deuel y Seeberger, 2020; Dong et al., 2016; Qureshi et al., 2021).

2. La a-sinucleina en la enfermedad de Parkinson

El diagnostico y tratamiento de la EP se realizan principalmente en base a la
sintomatologia, mientras que la confirmacién de la enfermedad se realiza mediante
examen histopatologico post-mortem del mesencéfalo de los pacientes (Atik et al.,
2016). Ademds de la degeneracion progresiva de neuronas dopaminérgicas en la
SNpc, el principal sello histopatoldgico de la EP es la acumulacion de a-sinucleina en

el citoplasma formando los denominados cuerpos de Lewy.
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2.1. Estructura de la a-sinucleina

La a-sinucleina es una pequena proteina insoluble de 140 aminodcidos,
codificada por el gen SNCA. Su estructura se encuentra dividida en tres regiones: una
region electropositiva N-terminal rica en residuos de lisina, una regién central
hidrofobica propensa a plegarse formando liminas-f y un dominio acido C-terminal

muy flexible rico en residuos de prolina (Vidovi¢ y Rikalovic, 2022).

La a-sinucleina citoplasmatica se encuentra desplegada en su conformacion
nativa en el citoplasma, sin embargo, al unirse el dominio N-terminal a las regiones
acidas de los fosfolipidos presentes en las membranas, cambia su conformacion
adquiriendo una estructura secundaria en forma de a-hélice (Tofaris, 2022). Esta
mteraccién con las membranas reduce las formas anémalas que puede adoptar la o-
sinucleina como tetrameros o formas fibrilares producto de la agregacion de laminas
B, que podrian ser téxicas para la célula (Dehay et al., 2015), existiendo normalmente
un equilibrio dindmico entre la forma nativa monomérica y la forma helicoidal unida
a los terminarles presindpticos y membranas vesiculares. Las mutaciones en el gen
SNCA pueden causar una disrupcién de este equilibrio, promoviendo la existencia de
formas oligoméricas solubles que se han descrito como especies patogénicas en la EP
(Rocha et al., 2018). Ademas, se ha detectado la presencia de o-sinucleina en el
nucleo, el reticulo endoplasmatico (RE), el complejo de Golgi (CG) y en el sistema

endolisosomal (Vidovi¢ y Rikalovic, 2022).

2.2. Papel fisiologico de la o-sinucleina

La a~sinucleina es una de las proteinas mis abundantes en las neuronas,
representando entre un 0.5 y un 1% del contenido proteico total en el mesencéfalo
(Tofaris, 2022). Aunque la funcion fisiologica de la a-sinucleina en condiciones
homeostiticas normales no se ha esclarecido por completo, se han descrito multiples

procesos celulares en los que se encuentra presente.

La a-sinucleina helicoidal es muy abundante en los terminales pre-sinapticos
donde se une a la proteina SNARE de membrana asociada a vesiculas sindpticas
(VAMP2) y a fosfolipidos de membrana de las vesiculas sindpticas (Sharma y Burré,

2023), actuando como chaperona regulando el transporte vesicular, participando en
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la estabilizacion de filamentos de actina y teniendo un papel en el anclaje y fusion de

membranas y en el reciclaje después de la exocitosis (Oliveira da Silva y Liz, 2020).

Experimentos en ratones deficientes para la sintesis de la a-sinucleina han
mostrado una deplecion en el ndmero de sinapsis excitatorias, asi como en el niimero
de vesiculas sindpticas (Sharma y Burré, 2023). Este papel en la regulacion de la
exocitosis no se limita a neuronas, sino que también regularia la via secretora en otros
tipos celulares, como en las células B-pancredticas, donde la o-sinucleina interacciona
con los canales de insulina, inhibiendo su liberacion, teniendo una vinculacion directa

con la regulacion de los niveles de glucosa (Geng et al., 2011).

Ademis de regular el transporte de vesiculas sindpticas, la a-sinucleina
también tendria un papel en la regulacién de la apoptosis celular, mhibiendo la
expresion de la proteina quinasa C, la cual activa una cascada apoptética en las

neuronas dopaminérgicas (Emamzadeh, 2016).

En los dltimos anos se ha descrito que esta proteina también tendria una
funcion indirecta modulando la sintesis de dopamina en las neuronas dopaminérgicas
(Butler et al.,, 2017). La o-sinucleina interactia con la proteina fosfatasa 2A
activandola, esta a su vez, defosforila los residuos de serina en la TH inactivando su
funcion, por lo que se inhibiria la ruta de sintesis de la dopamina (Peng et al., 2005).
Una menor expresion o agregacion de la o-sinucleina, podria conllevar una mayor
sintesis de dopamina y como consecuencia de su metabolismo, un estrés oxidativo

danino para la neurona.

Sin embargo, mas de dos décadas de trabajo no han logrado determinar de
manera concluyente el papel fisioldgico de la a-sinucleina, a pesar de ser una proteina
especialmente abundante en neuronas y participar en una amplia variedad de procesos
celulares. Investigaciones recientes apuntan que un efecto antagonista de la o-
sinucleina sobre las funciones secretoras del RE y del CG, parece mfluir
simultineamente en la funcion de los transportadores de dopamina, favoreciendo la

acumulacion de dopamina intracelular (Oaks y Sidhu, 2013).
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2.3. Agregacion de la a-sinucleina y formacion de cuerpos de Lewy

El principal sello histopatologico de la EP es la agregacion de las formas
oligoméricas y fibrilares de la a-sinucleina y la consiguiente formaciéon de acimulos
mtracitoplasmaticos denominados cuerpos de Lewy. Los cuerpos de Lewy son
inclusiones intracelulares filamentosas de naturaleza eosindfila, caracterizados por
observarse en microscopia optica como un niicleo denso y un halo periférico (Estaun-
Panzano et al., 2023) (Figura 2). Estos agregados ademas de o-sinucleina contienen
multiples componentes del sistema ubiquitina-proteosoma, proteinas vinculadas con
la fosforilacion, el citoesqueleto, el ciclo celular o proteinas de senalizacion celular

(Oliveira da Silva y Liz, 2020; Wakabayashi et al., 2007).

Estos agregados, también se encuentran presentes en otras enfermedades
neurodegenerativas, originando el término de sinucleopatias para denominar al
comunto de enfermedades que presentan esta histopatologia. En este grupo, se

encuentran la demencia con cuerpos de Lewy, la atrofia multisistémica y la EP.

Figura 2. Cuerpos de Lewy en neuronas dopaminérgicas de la SNpe. Doble inmunofluorescencia

de la inmunodeteccion de la enzima tiroxina hidroxilasa (TH)(rojo) y la a-sinucleina (verde). El
mmunomarcaje de la TH permite detectar las neuronas dopaminérgicas en la SNpc, en las cuales se
pueden identificar cuerpos de Lewy (verde) por su morfologia intracitoplasmatica esférica con un halo

periférico. Imagen obtenida de Lanciego et al., 2012.

La o-sinucleina, en condiciones de pH fisiologico, presenta una estructura
nativa monomérica en el citoplasma. En estudios in vitro en la P, en las primeras
etapas de la agregacion de la o-sinucleina, esta se pliega formando una estructura
globular intermediaria, considerada clave en el proceso de fibrilacion en liminas
(Ghosh et al., 2017). Estos intermediarios son las denominadas formas oligoméricas

de la o-sinucleina, las cuales son de naturaleza hidrofobica en la superficie, e
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mteractian entre ellos para captar mis formas solubles de la proteina y conformar las
formas fibrilares de la a-sinucleina amiloides similares a las que se encuentran en los

cuerpos de Lewy (Estaun-Panzano et al., 2023).

La a-sinucleina monomérica nativa carece de naturaleza hidrofobica, por lo
que se teoriza que las mutaciones relativas al gen SNCA, como la ASOP o la A53T,
alteran las propiedades conformacionales de la proteina, favoreciendo la fibrilacion
(Ghosh et al., 2017). Otros eventos que pueden producir la fibrilacién pueden ser la
acidificacion del pH intracelular, la presencia de factores microambientales (1ones
metilicos, poliaminas, proteoglicanos, acidos nucleicos, acidos grasos), las
modificaciones postraduccionales de la a-sinucleina, o la interaccién con otras
proteinas (Heras-Garvin y Stefanova, 2020). Por ejemplo, las mutaciones en el gen
GBAL estin asociadas a una mayor probabilidad de padecer la EP esporadica (Rocha
etal., 2018). Los individuos con esta mutacion presentan una deplecién en los niveles
de glucocerebrosidasa (GBA), una enzima lisosomal vinculada a la degradacion de
lipidos por via lisosomal (Rocha et al., 2018). En este contexto, el sustrato principal
de la GBA, la glucosilceramida, se acumula en el citosol e interacttia con la o-
sinucleina, cambiando su conformacion y adoptando las formas oligoméricas y

fibrilares toxicas.

Para dilucidar la toxicidad de las diferentes formas conformacionales de la a-
sinucleina, en el estudio llevado a cabo por Winner et al. (2011) realizaron un modelo
experimental animal de rata en el que administraron mediante microinyeccion
unilateral en la SN, formas oligoméricas y fibrilares de la a-sinucleina. Los resultados
obtenidos en este estudio mostraron que las formas oligoméricas prefibrilares de la o-
sinucleina, inducian una mayor neurodegeneracion que las formas fibrilares, debido
a su capacidad para interactuar y alterar membranas celulares, provocar estrés celular
y aumentar el flyjo de calcio intracelular, lo que las hace especialmente daiiinas para

las neuronas dopaminérgicas.

Son multiples las interacciones que la a-sinucleina realiza con otras moléculas
(Bernal-Conde et al., 2020), por lo que actualmente elucidar las causas por las que se
produce la fibrilacion y agregacion de la a-sinucleina y su relacion con la patologia de
la EP supone un desafio, también debido a la naturaleza transitoria de su estructura

(Heras-Garvin y Stefanova, 2020).
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2.A. Citopatologia de la o-sinucleina en la enfermedad de Parkinson

En estudios en ratones deficientes para la sintesis de a-sinucleina, a pesar de
que mostraron un déficit de actividad en la via nigroestrial, no se observaron
diferencias significativas en la citoarquitectura de las neuronas ni de los terminales
sinapticos (Mehra et al., 2019), indicando que, en la EP, la citotoxidad producida por
la a-sinucleina, podria ser debida a la alteracion en su funcion y/o estructura, y no a
la pérdida de esta. Aunque el papel de la a-sinucleina en la patologia de la EP es
controvertido, estudios recientes apuntan que las formas pre-fibrilares de la o-
sinucleina podrian ser citotoxicas en las neuronas dopaminérgicas (Delenclos et al.,

2019; Mehra et al., 2019).

En estudios con membranas artificiales, se ha observado que la a-sinucleina
oligomérica penetra en la doble capa lipidica de las membranas, interactuando con
los lipidos y facilitando el flujo de moléculas hidrofilicas, permeabilizando asi la doble
capa lipidica, aumentando los niveles de calcio y desregulando la transmisién sindptica
(Villar-Piqué et al., 2016). Ademis, se ha descrito que la presencia de a-sinucleina
oligomérica extracelular provoca la perforaciéon de la membrana plasmdtica de

neuronas hipocampales en cultivo primario (Pacheco et al., 2015).

2.4.1. Déficit en la actividad mitocondrial

La a-sinucleina en conformacién oligomérica induce la oxidacion de la ATP
sintasa y la peroxidacion lipidica mitocondrial en el complejo I mitocondrial. Estos
cambios en el complejo I alteran el potencial de membrana, inhibiendo la cadena
transportadora de electrones, rompiendo la homeostasis del calcio y promoviendo la
liberacion del citocromo C, teniendo como consecuencia la generacion de especies
reactivas del oxigeno (ROS)(Du et al., 2020; Rocha et al., 2018). Ademas de producir
alteraciones en la actividad del complejo I mitocondrial, estos olighmeros también
mhiben el transporte mitocondrial en el ax6n de las neuronas dopaminérgicas,
produciendo cambios subcelulares en proteinas reguladoras del transporte

mtracelular, induciendo asi una pérdida de energia en estas células (Du et al., 2020).
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2.4.2.  Estrés en el reticulo endoplasmatico

El RE estd involucrado en la sintesis, modificacion y transporte de proteinas
en la célula. Cuando esta actividad se satura, se produce un estrés en el RE. En la EP
se han identificado diversos marcadores de estrés del RE en neuronas dopaminérgicas

y en células gliales.

La colocalizaciéon de estos marcadores con la a-sinucleina indica que esta
citopatologia podria ser una respuesta en estadios tempranos de la EP y clave en el
desarrollo de la sinucleopatias y una posible respuesta en estadios tempranos de la EP
(Du et al., 2020). Ademas, en estudios en cerebros post-mortem de pacientes y en
modelos animales de la EP se han descrito acumulaciones de o-sinucleina oligomérica
en el RE, sugiriendo que estas formas de la o-sinucleina pueden estar relacionadas
con la disfuncion del RE. Finalmente, se ha observado que la inhibicion farmacolégica
del estrés en el RE retrasa la aparicion de la sintomatologia y la reduce la acumulacion
de las formas oligoméricas de la a-sinucleina en la EP (Colla, Coune, et al., 2012;

Colla, Jensen, et al., 2012; Villar-Piqué et al., 2016).

2.4.3. Alteraciones en el transporte intracelular

En modelos celulares de la EP se ha descrito que la o-sinucleina altera el
trafico entre el RE y el CG. En muestras post-mortem de humano y en modelos
celulares con 1iPSCs, se ha observado la disrupcion del transporte intracelular mediada
por la asociacion de la a-sinucleina a proteinas estructurales del CG como la GM130,
o la inhibicion del transporte intra RE-AG (Rendon et al., 2013; Tomas et al., 2021;
Wong v Kraince, 2017). Esta alteracion en el transporte RE-AG, puede participar en
un bloqueo del trifico de proteinas transmembrana implicadas en la autofagia,
mhibiendo también la sintesis de fagosomas, impidiendo asi la degradacion de la o-

sinucleina acumulada (Wong y Kraine, 2017).

La sobreexpresion de a-sinucleina también se ha vinculado con la
fragmentacién del CG en modelos celulares de la EP, plantedndose la hipétesis de
que esta fragmentacion podria ser un medio de propagacion de una senial de estrés
mediada por la a-sinucleina. Estas alteraciones en el trafico vesicular no solo
mterfieren con el transporte de proteinas esenciales, sino que también podrian facilitar

la propagacion mtercelular de formas citopatologicas de la a-sinucleina como
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oligbmeros o formas fibrilares, que son capaces de inducir disfuncién y muerte
neuronal en las regiones cerebrales afectadas. Este mecanismo resalta la importancia
del trifico RE-CG en la fisiopatologia de la EP y sugiere posibles dianas terapéuticas

para mitigar estos efectos. (Furlong et al., 2020; Wang y Hay, 2015).

2.4.4.  Estrés oxidativo por neuroinflamacion

A diferencia de otros érganos, el cerebro es especialmente sensible al estrés
oxidativo debido a la alta presencia de dcidos grasos poliinsaturados y a su baja
capacidad antioxidante (Rocha et al., 2018). Otra via de estrés oxidativo en la EP
relacionada con la formacién de estructuras oligoméricas de la a-sinucleina, es la

activacion de la neuroinflamacion (Wang et al., 2016).

En modelos animales que sobreexpresan a-sinucleina con la mutacion A53T,
esta proteina es reconocida por la microglia como un factor exdgeno en la matriz
extracelular, lo que desencadena la activacion de vias de senalizacién proinflamatorias
como las mediadas por MAPK y NF-kB. Esto no solo lleva a la produccion de ROS
sino también a la liberaciéon de citocinas inflamatorias que exacerban la
neurodegeneracion, especialmente en las neuronas dopaminérgicas de la SN (Hoenen
etal., 2016). Ademas, la acumulacion de ROS resultante de estos procesos contribuye
a un ciclo vicioso: el dano oxidativo promueve la formacion y propagacion de mas
oligomeros de o-sinucleina, perpetuando asi el estrés celular y la inflamacion
neuronal. Esta dindmica subraya la importancia de estrategias terapéuticas dirigidas
tanto a reducir el estrés oxidativo, como a mitigar la inflamaciéon mediada por la
oligomerizacién de la o-sinucleina en la EP (Figura 3) (Hoenen et al., 2016; Rocha et

al., 2018) (Figura 3).

2.5. Agregacion de la a-sinucleina fuera del sistema nervioso central

La agregacion de la o-sinucleina y la formacion de los cuerpos de Lewy no es
una alteracion exclusiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. En el articulo
publicado por Braak et al. (2003), basandose en la examinacion de cerebros post-
mortem en distintas etapas de la patologia de la EP, describieron una teorfa sobre la
distribuciéon de la a-sinucleina en distintas areas del sistema nervioso durante seis
etapas. En la primera etapa, el bulbo olfatorio y el nticleo dorsal del nervio vago serfan

las primeras zonas del SNC afectadas por la patologia de la a-sinucleina. En las
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siguientes etapas la patologia se distribuirfa neurona a neurona hacia otros nucleos

neuronales como el nicleo caudado, la SN y posteriormente la corteza cerebral.
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Figura 3. Citopatologia de la oligomerizacion de la a-sinucleina. La o-sinucleina en condiciones
de homeostasis celular, se encuentra de forma monomérica desplegada en el citosol. En situaciones de
estrés celular (disfuncion mitocondrial, neuroinflamacion, interrupcion del trafico intracelular RE-CG...)
o debido a mutaciones en el gen de la a-sinucleina u otros genes vinculados, se altera la estructura de la
proteina, favoreciendo su oligomerizacion. Estas formas oligoméricas, a su vez, son citotoxicas para la
célula, con tendencia a agregarse en formas fibrilares y finalmente en cuerpos de Lewy, siendo un factor

clave en la muerte celular en el desarrollo de la EP. Figura de elaboracién propia, creada con BioRender.

En este contexto, se han realizado numerosos estudios centrados en la
transmision de la patologia de la a-sinucleina a otras localizaciones del sistema
nervioso, surgiendo la hipotesis de que esta patologia podria transmitirse del SNC a
otras zonas del sistema nervioso periférico (SNP) a través del nervio vago, similar a un
prion. En este contexto, la a-sinucleina oligomérica o alterada, induciria el cambio de
conformacién de otras proteinas monoméricas a esa misma estructura, provocando
asi su propia replicacion y la dispersion de las formas patogénicas a otras células

(Bernal-Conde et al., 2020).

Estudios, como el llevado a cabo por Uchiyama et al. (2013) en un modelo
celular, observaron que, tras la administracion de proteinas pridnicas, estas se
acumulaban de manera anémala en el CG y en los endosomas, particularmente en
endosomas de reciclaje marcados por el receptor de transferrina, comprometiendo la

funcién normal de estos organulos.
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Esta interrupcién contribuye a la disfuncion neuronal y a la eventual muerte
celular al disminuir la funcionalidad de proteinas clave y generar acumulaciones

aberrantes intracelulares que exacerban el danio celular.

El primer indicio de esta caracteristica en la a-sinucleina, se evidencié tras
observar cuerpos de Lewy en células mesencefilicas trasplantadas en pacientes con
EP varios anos después del trasplante (Jan et al., 2021). Actualmente, se han descrito
cuerpos de Lewy en tejidos nerviosos periféricos, como en el sistema nervioso entérico
(SNE), en la piel, en las paredes del tejido cardiaco o en la saliva (Zheng et al., 2021),
por lo que esta teorfa podria explicar parte de la sintomatologia previa a la aparicion

de la sintomatologia motora, como los sintomas gastrointestinales o la anosmia.

Desde entonces, se han llevado a cabo numerosos estudios en modelos
celulares y animales que han demostrado que la a-sinucleina oligomérica extracelular
puede comportarse como un prion, atravesar la membrana plasmdtica y provocar la
oligomerizacion de la o-sinucleina monomérica intracelular en neuronas
aparentemente sanas (Du et al., 2020). Esta caracteristica prionica de propagacion ha
generado interés en estrategias terapéuticas que bloqueen este proceso. Sin embargo,
actualmente se desconocen los mecanismos moleculares por los que la a-sinucleina
se secreta al medio extracelular, interacciona con proteinas de membrana de otras

neuronas ¢ induce el cambio conformacional en la a-sinucleina intracelular (Jan et al.,

2021).

3. El colon en la enfermedad de Parkinson

El tracto gastrointestinal (GI) difiere del resto de organos periféricos en que
ademais de recibir la inervaciéon extrinseca proveniente del SNC, posee un extenso
sistema nervioso intrinseco propio, el sistema nervioso entérico (SNLE), que controla
las funciones del tracto GI en gran medida de manera autonoma, formando parte del
sistema nervioso autonomo (SNA). La iervacién intrinseca estd formada por los
plexos nerviosos de Auerbach y Meissner, localizados en entre las paredes del tracto
G, los cuales son responsables de la coordinacion de movimientos peristdlticos, la
secrecion de enzimas digestivas o el flujo sanguineo local, mientras que la inervaciéon
extrinseca, proviene del SNC y del SNP, proporcionando inervacién simpatica y
parasimpatica para regular las funciones de motilidad y secrecion intestinal, y la

contraccion de los esfinteres (Furness, 2012; Furness et al., 2014).
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En el colon, la inervacion simpdtica tiene su origen en las neuronas
preganglionares de los nervios espinales de la region tordcica y lumbar (T'10-1.2). Los
axones de las neuronas preganglionares suelen ser cortos, y hacen sinapsis con
neuronas posganglionares en los ganglios prevertebrales (celiaco, mesentérico
superior e inferior e hipogdstrico), las cuales inervan el tejido efector (Figura 4). La
mervacion parasimpitica del colon procede del nervio vago, el cual contiene el 75%
del total de las fibras parasimpaticas, y de los axones de las neuronas preganglionares
de la region sacra (S2-S4) de la médula espinal, los nervios esplicnicos pélvicos. A
diferencia de la inervacion simpitica, los axones de las neuronas preganglionares del
sistema parasimpatico suelen ser largos, y hacen sinapsis con neuronas
posganglionares en el tejido efector, neuronas que forman el SNE (Felten et al., 2016;

McCorry, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica de la inervacion extrinseca del colon. La inervacion eferente consta

de conexiones del sistema auténomo simpatico y parasimpatico. Las vias simpaticas que inervan el colon se

originan en las neuronas preganglionares de la regién toracica (T'10-T12) y lumbar (L1, L2) de la médula.

Mientras que las conexiones parasimpaticas son proporcionadas por el nervio vago hasta la porcién proximal

del colon, y los nervios esplacnicos pélvicos de la region sacra para la porciéon distal. Las neuronas aferentes

primarias transportan sefiales desde el tracto GI hasta el SNC. Las neuronas aferentes vagales tienen sus

cuerpos celulares en los ganglios nodosos, mientras que los nervios aferentes espinales tienen sus cuerpos

celulares en los ganglios de la raiz dorsal. Las neuronas entéricas viscerofugales intrinsecas del SNE,

proporcionan informacién sensorial desde el intestino delgado y grueso hacia los ganglios simpaticos y desde

el esofago hacia la traquea. Figura obtenida y modificada de Sharkey y Mawe, 2023.
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3.1. Inervacion intrinseca del colon: el sistema nervioso entérico
3.1.1.  Distribucion histologica del sistema nervioso entérico

En el tracto GI de vertebrados, el SNE se caracteriza por la presencia de
neuronas y células gliales organizadas formando ganglios que a su vez conforman
plexos nerviosos y vias neuronales interconectadas. Estos plexos nerviosos forman la
mervacion intrinseca del SNE y se pueden diferenciar dos tipos dentro de la pared del
tracto GI. El plexo mientérico o plexo de Auerbach situado entre las capas
musculares longitudinal y circular, y el plexo submucoso o plexo de Meissner, en el
tejido conectivo de la submucosa. A diferencia de lo que sucede en pequerios
mamiferos (raton, rata, cobaya), en los que suele encontrarse en disposicion de
monocapa en la zona interna de la submucosa, en el ser humano se dispone formando
dos capas, una en la parte externa, cerca de la capa muscular de la mucosa y otra en

la cara interna de la submucosa (Sharkey y Mawe, 2023) (Figura ).
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Figura 5. Representacion grafica de la disposicion del SNE en el ser humano. El plexo
submucoso consiste en un conjunto de pequenos ganglios localizados en la capa submucosa del tracto
GI, mientras que el plexo mientérico se encuentra situado entre las capas musculares longitudinal y

circular de la pared del tracto GI. Imagen de elaboracion propia, creada con BioRender.

Aunque ambos plexos del SNE se encuentran interconectados, el plexo
mientérico regula principalmente la movilidad intestinal, mientras que el plexo

submucoso regula la secrecion mucosa y el control vascular.
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En el ser humano, el SNE se encuentra presente en todo el tracto GI,
(Sharkey y Mawe, 2023), la mayor densidad de ganglios mientéricos se ha descrito en
el piloro, mientras que donde menos predomina es en el esfinter anal. Los ganglios
submucosos son mdas escasos, especialmente en el esofago y en el estomago
(Wattchow et al., 2022). En el colon, estos valores son similares, existiendo una mayor
densidad neuronal en los plexos mientéricos con respecto a los submucosos, tanto en

el colon ascendente, como en el transverso y el descendente (Michel et al., 2022).

3.1.2.  Tipos neuronales en el sistema nervioso entérico

El SNE humano, esti compuesta por mas de 400 millones de neuronas a lo
largo del tracto GI (Furness, 2012; Schneideret al., 2018). La clasificacion de estas
neuronas se puede realizar en base a varios criterios o aproximaciones: morfologicos
(tamano, terminaciones axonicas...), funcionales, segun  propiedades
electrofisioldgicas, marcadores bioquimicos (segin el tipo de neurotransmisor) o

segin analisis genéticos.

Clasificacion morfologica

Historicamente se han descrito morfologicamente las neuronas del SNE
basindose en la disposicion del soma y la ramificacion de sus terminaciones. Bajo esta
clasificacion, en humanos y roedores, se distinguen dos tipos de neuronas, las
neuronas de Dogiel de tipo I y las neuronas de Dogiel tipo II (Natale et al., 2021). Las
neuronas de Dogiel tipo I suelen ser aplanadas, con dendritas cortas y con un tinico
axon (Wattchowet al., 2022), en esta tipologia se incluyen las neuronas motoras, que
a su vez se pueden dividir en neuronas nitrérgicas inhibitorias y neuronas colinérgicas
excitatorias, de las cuales, las neuronas nitrérgicas, son neuronas Inmunorreactivas
para la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) vy sintetizan 6xido nitrico como principal
neurotransmisor, mientras que las neuronas colinérgicas expresan acetil transferasa de
colina (ChAT) y producen principalmente acetilcolina como neurotransmisor
(Sharkey v Mawe, 2023). Estas neuronas motoras, son las mas abundantes en los

plexos mientéricos, representando cada subtipo entre un 5-109% de la poblacion

neuronal total (Natale et al., 2021).

Las neuronas de Dogiel tipo II, son neuronas con un soma grande, sin

dendritas y varios axones largos. En esta division se encontrarian las neuronas
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aferentes intrinsecas primarias, estas neuronas representarian un 10% de la poblacion
total en los plexos mientéricos (Brehmer, 2021). Esta clasificacion morfolégica, se ha

correlacionado en parte con el papel funcional de las neuronas del SNE.

Ademis, recientemente se ha descrito en el SNE un tercer subtipo de
neuronas (Dogiel tipo III). Este grupo englobaria neuronas presentes en todo el tracto
GI, que constan de una alta densidad dendritica que termina en el ganglio de origen.
Actualmente, la similitud morfologica entre neuronas del SNE y del SNC estd en
entredicho, puesto que los procesos dendriticos en el SNE difieren con los clisicos
descritos en el SNC (Sharkey y Mawe, 2023). Ademads, las neuronas del SNC constan
de mecanismos de proteccion ante la deformacién mecdnica, mientras que las SNE
estin expuestas a variaciones en la morfologia por procesos de contraccién y

distension de la musculatura de la pared GI (Sharkey y Mawe, 2023).

Clasificacion funcional

De acuerdo con su funcionalidad, las neuronas del SNE se pueden clasificar

en tres tip()SZ neuronas motoras, Interneuronas Yy nceuronas aferentes primarias (0]

sensoriales (Palma y Sanhueza, 2001).

Las neuronas motoras o motoneuronas inervan el tejido muscular liso de las
capas longitudinal, circular y muscular de la mucosa. Estas neuronas, pueden ser de
caracter excitatorio o inhibitorio, y regulan la motilidad del tejido muscular del tracto

GI, la secreciéon intestinal y la vasodilatacion (Furness, 2012; Furness et al., 2014).

Las interneuronas, se encuentran presentes en todo el intestino y conectan los
plexos mientérico y submucoso, formando cadenas neuronales interconectadas.
Segun la direccionalidad de las proyecciones que emiten, se pueden clasificar en
mterneuronas ascendentes (oral) y descendentes (caudal). Ademas, las interneuronas

parecen tener funcion de mecanorreceptores, generando reflejos motores en el tracto

GI (Furness et al., 2014).

Por dltimo, las neuronas aferentes intrinsecas primarias (IPANs, del inglés
mtrinsic primary aflerent neurons), se encuentran en los plexos nerviosos del SNE y
son las primeras neuronas en detectar alteraciones fisicas en el intestino (Fleming et
al., 2020). Las IPANSs, estan clasificadas morfolégicamente como neuronas de Dogiel

tipo II, y poseen terminaciones libres con funcion de deteccién de cambios
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mecanicos, quimicos y térmicos en las capas musculares del tracto GI, por lo que
también se consideran neuronas sensoriales (Ferniandez-Tresguerres et al., 2020;

Fleming et al., 2020).

)/ Sy y - e ~, 7 g
gen e e
Clastficacion neuroquimica

A diferencia de las clasificaciones morfologicas y funcionales, a nivel
neuroquimico, la poblaciéon neuronal intrinseca del SNE es muy diversa. Gracias a
técnicas de secuenciacion de mRNA y de marcaje por inmunohistoquimica, se han
descrito mds de 50 neurotransmisores presentes en el SNE. Ademas de la acetilcolina
y el 6xido nitrico, se han detectado en el SNE neurotransmisores como la serotonina,
el GABA, el glutamato, la calcitonina, la somatostatina, la noradrenalina o la
dopamina. En el caso de los neurotransmisores catecolaminérgicos (adrenalina,
noradrenalina y dopamina), histéricamente, estos han sido estudiados
morfoldgicamente mediante el iInmunomarcaje positivo de la TH en las neuronas del

SNE (Neuhuber y Worl, 2018).

La existencia de neuronas catecolaminérgicas intrinsecas del SNE, se ha
puesto en entredicho, debido a la presencia de las proyecciones posganglionicas de
neuronas catecolaminérgicas TH positivas a las paredes del SNE (Neuhuber y Worl,
2018). Sin embargo, gracias a estudios de mapeado genético, se ha podido detectar la
presencia transcritos codificantes para la TH y el receptor de dopamina, en el tracto
GI (estomago, intestino delgado, colon proximal y colon distal) de ratones, verificando

asi la presencia de neuronas dopaminérgicas intrinsecas en el SNE (Li et al., 2004).

Estas a su vez, podrian ser el tnico tipo de neuronas catecolaminérgicas
mtrinseco del SNE, debido a que tienen origen en una linea celular de precursores
neuronales distinta del resto de neuronas catecolaminérgicas, como las
noradrenérgicas (Li et al., 2004) (Figura 6). Ademas de las neuronas, en el SNE
también existe una importante poblacion de células ghales. En el SNE las células
gliales entéricas son similares a los astrocitos del SNC, son mas numerosas que las
neuronas y suelen localizarse por inmunomarcaje de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP) o la proteina de union al calcio S100 (Natale et al., 2021). Tienen una funcion
de proteccion neuronal, mtervienen en la liberacion de neurotransmisores y
representan un punto de unién entre el sistema nervioso y el sistema inmune en los
plexos mientéricos, existiendo una comunicacion bidireccional entre las neuronas y

las células de la glia en el SNE (Sharkey y Mawe, 2023)
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Figura 6. Organizacion del sistema nervioso autonomo en el SNE. En las fibras simpaticas (azul)
que tienen origen en los nervios tordcicos y lumbares, los principales neurotransmisores son la acetilcolina
(ACh) que es liberada por las neuronas preganglionares, y la noradrenalina (NA), que es una
catecolamina secretada por las neuronas posganglionares, actuando directamente sobre el érgano efector,
realizando una funcion inhibidora sobre el tracto GI (amarillo). En la via parasimpatica (rojo), la ACh
realiza un efecto excitatorio de la actividad GI. El SNE contiene neuronas intrinsecas que son de cardcter
no adrenérgico y no colinérgico (nA-nC), presentando otros neurotransmisores, de los cuales la
dopamina seria el unico catecolaminérgico. Figura de elaboracion propia, creada con BioRender y basada

en Natale et al. (2017).

3.2. Inervacion extrinseca del colon

3.2.1. Inervacion vegetativa parasimpatica del colon

Inervacion vagal

El nervio vago es el décimo nervio craneal y contiene entre 40.000 y 50.000
terminaciones axénicas que proveen de inervacién motora o eferente al tracto Gl e

mervacion sensitiva o aferente desde el tracto GI (Sigurdsson et al., 2021).

Las vias vagales eferentes se originan en el ntiicleo motor dorsal y en el ntcleo
ambiguo del nervio vago. Estas vias regularian la capacidad y secrecion gastrica, la
secrecion pancreatica y la contraccion esofagal, entre otras funciones (Furness et al.,
2014) (Figura 4). En el colon, estudios recientes apuntan que la inervacion del nervio

vago estaria vinculada a la regulacion de la motilidad colénica en el colon proximal de
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rata (ascendente en humanos), en parte, a través de una conexion monosindptica con
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Xing et al., 2023). En el contexto de la EP,
el deterioro de esta via nigro-vagal por la degeneracion de neuronas dopaminérgicas,
podria contribuir a la sintomatologia del transito GI severamente reducido, observada

tanto en pacientes como en modelos animales de la enfermedad (Xing et al., 2023).

La extension que alcanza la inervacion de las fibras del nervio vago en el colon
ha sido debatida a lo largo de la historia. Tradicionalmente, se ha postulado que el
nervio vago provee de iervacion eferente parasimpitica al tracto G, desde el esofago
hasta la porcion proximal del colon (Sigurdsson et al., 2021), dejando la inervacion de

la porcion del colon distal y el recto a los nervios espldcnicos pélvicos.

Las vias vagales aferentes se pueden dividir en terminaciones intraganglionicas
laminares (IGLESs), intramusculares y terminaciones nerviosas de la mucosa (Furness
etal., 2014). Aunque los circuitos centrales en los que las aferencias vagales y espinales
transmiten la informacion nociceptiva colorrectal ain no se han evaluado
comparativamente, gracias a los nuevos estudios con enfoques optogenéticos,
electrofisiolégicos vy de trazado para mapear las conexiones funcionales entre
neuronas y tejidos efectores, parecen indicar que desde el colon distal y el recto surgen
aferencias del nervio vago, ademads de los nervios esplicnicos pélvicos (Meerschaert
etal., 2020, 2022; Tong et al., 2010). Un estudio reciente llevado a cabo por Wang et
al., (2024), en modelo animal de raton, evidencié la presencia de proyecciones
aferentes vagales, mediante el uso de trazadores retrogrados neuronales en la porcién

colorrectal del SNE.

Es importante destacar que estos hallazgos sirven como un marco anatémico
para guiar e interpretar la exploracion adicional de los circuitos centrales en los que

las vias aferentes vagales y espinales se transmiten para mediar el dolor colorrectal.

Nervios esplicnicos pélvicos

Los nervios esplicnicos pélvicos estin formados por fibras nerviosas
parasimpaticas preganglionares de la regiéon sacra de la médula espinal (S2-S4) y fibras
sensitivas viscerales, proporcionando la inervacion parasimpitica a la porcion distal
del colon y recto, de forma similar al nervio vago en la porcién proximal (McCorry,
2007) (Figura 4). La inervacion de los nervios espldcnicos pélvicos en colon esta

mmplicada en la coordinacién de reflejos que regulan la motilidad intestinal y en la

SV
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deteccién de cambios en el ambiente luminal, como la presencia de estimulos

microbianos o de inflamaciéon (Brierley et al., 2018).

3.2.2. Inervacion vegetativa simpatica del colon

Via toracolumbar o esplicnica

La via toracolumbar o esplicnica, conecta con el tracto gastrointestinal a través
de vias eferentes simpdticas y las vias aferentes, los somas de cuyas neuronas estin
localizados en los ganglios de las raices dorsales de la médula espinal (Furness et al.,
2014). La inervaciéon simpatica eferente de la via toracolumbar se produce a raiz de
neuronas preganglionares de los niveles espinales T5-1.2, que hacen sinapsis con
neuronas posganglionares de los ganglios colaterales prevertebrales (celiaco,
mesentérico superior e inferior e hipogastrico) (Figura 4) (Felten et al., 2016). Desde
estos ganglios, las neuronas posganglionares posteriormente inervan el tracto GI desde
el estdbmago hasta el recto. La principal funcién de esta via es ejercer una funcion
mhibitoria en el tejido muscular y en la actividad secretora (Furness, 2012; Phillips y
Powley, 2007; Smith-Edwards et al., 2021). Sin embargo, la actividad simpatica de esta

via parece tener distintos efectos en las porciones del colon.

Un estudio llevado a cabo por Smith-Edwards et al. en 2021, mediante el uso
de trazadores anatomicos en modelo de ratén, inmunohistoquimica y secuenciacion
de RNA de colon humano, ha revelado diferencias en la actividad simpdtica en el
colon proximal (ascendente en humano) y el colon distal (descendente en humano),
apoyando el concepto de que estas dos regiones tienen funciones y caracteristicas

distintas.

3.3. Marco teorico del sistema nervioso entérico en la enfermedad de
Parkinson: Teorias sobre el origen de la propagacion de la a-sinucleina. Top-

down vs Bottom up

La teoria de la propagacion de la a-sinucleina en forma de prion es
consistente con el modelo propuesto por Braak et al., (2003) de diseminaciéon de la
patologia en la EP. De acuerdo con este modelo, se han originado dos teorfas sobre

el origen y transmision de la patologia de la a-sinucleina.
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Top-down o brain first

Seglin esta teoria el origen de la patologia seria en el bulbo olfatorio, con
progresion anterdgrada hacia la corteza cerebral en el SNC y se propagaria al SNP a
través del nervio vago. En este contexto, las primeras etapas de la patogénesis serian
presintomaticas, y la sintomatologia se desarrollaria en estadios mas avanzados en los
que las formas citotoxicas de la o-sinucleina afectan las regiones del mesencéfalo (Jan
etal., 2021). Esta teorfa ha sido apoyada por estudios en modelos animales en los que
la inyeccion de o-sinucleina oligomérica en el mesencéfalo, induce una
sobreexpresion de esta proteina en el SNC vy alteraciones en el SNE (Leclair-

Visonneau et al., 2020).

Bottom-up o body first

Esta teoria también descrita por Braak et al., (2006), postula que las formas
citotoxicas de la a-sinucleina podrian originarse en el SNE y propagarse al SNC a
través del nervio vago. El hallazgo de cuerpos de Lewy en neuronas dopaminérgicas
del SNE, anios antes del inicio de la sintomatologia motora (Borghammer y Hamani,
2017; Zheng et al., 2021) ha dado lugar a la teoria de que la patologia de la EP pueda
tener origen en las neuronas del SNE. En un estudio llevado a cabo en 2017 por Liu
et al., se observo que los pacientes que han sufrido una vagotomia tienen una menor
probabilidad de padecer la EP, siendo la eliminacion del nervio vago un factor de
proteccion ante la enfermedad. Otros estudios en modelos animales han demostrado
que la inyeccion de formas oligoméricas o fibrilares de la a-sinucleina en el SNE
produce la patologia en el SNC, y que la transmision serfa dependiente del nervio

vago (Kim et al., 2019; Vargas et al., 2019).

Actualmente, todavia se cuestionan algunas de estas observaciones y las
cualidades de la a-sinucleina como prion. Existen estudios post-mortem en los que
no se ha observado un patrén de distribucion de la patologia similar al propuesto por
Braak et al. (2003) (Henderson et al., 2019), o en los que no se han descrito cuerpos

de Lewy en neuronas dopaminérgicas trasplantadas en pacientes con EP (Heras-

Garvin y Stefanova, 2020).

A pesar de que el SNE no requiere del SNC para su funcionalidad, si se

encuentra regulado por el SNC a través de las conexiones simpdticas y parasimpaticas.
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Esta comunicacién se ha postulado como una via de transmisiéon de la
patologia de la EP desde el SNE al SNC y viceversa (Chalazonitis y Rao, 2018). En
pacientes con la EP, se han detectado agregados de a-sinucleina oligomérica en el
SNE. Este descubrimiento llevo a Braak y colaboradores (2006) a formular la teorfa
de que los primeros tejidos afectados por la patologia de la EP, podrian ser los tejidos
nerviosos mas vulnerables a patogenos externos, como el bulbo olfatorio y el SNE,
siendo la principal causa de esta patologia una neurotoxina o un virus neurotrépico.
Esta teoria apunta al nicleo dorsal motor del nervio vago como via de transmision de
la patologia, debido a la conexiéon que ejerce con los plexos mientérico y submucoso

hasta la parte proximal (ascendente) del colon (Lionnet et al., 2018).

Ademis de las manifestaciones sintomaticas motoras debidas a la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en el SNC, la EP también se caracteriza por alteraciones en
las funciones auténomas, de las cuales el tracto GI se encuentra afectado, como el
estrenmmiento, hipersalivacion, disfagia, disfuncion anorectal, y disminucion de la
movilidad intestinal (Natale et al., 2021). Debido a estas manifestaciones clinicas y la
teoria propuesta por Braak y colaboradores (2006), el estudio de la patologia de la EP
en el SNE se ha intensificado dristicamente en los dltimos anos. Estudios recientes
han evidenciado la degeneracion de neuronas dopaminérgicas en el SNE y la
presencia de cuerpos de Lewy en el nucleo dorsal del nervio vago, evidenciando la
citopatologia de la EP presente en el SNE y la posible propagacion de formas
citotoxicas de la o-sinucleina desde el SNE al SNC, apoyando esta teoria (Lionnet et

al., 2018; Schaeffer et al., 2020).

A. Modelos experimentales inducidos por neurotoxinas en la

enfermedad de Parkinson

La mmportancia del tracto GI en el desarrollo de la EP ha llevado al desarrollo
de modelos experimentales para estudiar esta patologia (Natale et al., 2021). Los
modelos experimentales actuales mas usados se dividen en dos grupos: modelos
experimentales inducidos por neurotoxinas y modelos inducidos por alteraciones

genéticas.

Los modelos inducidos por neurotoxinas mas comunes serfan los que se
basan en la administracion de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), MPTP, paraquat o

rotenona. Una de las mayores limitaciones de los modelos mducidos por
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neurotoxinas, es la ausencia de cuerpos de Lewy (Chia et al., 2020). Sin embargo,
estos modelos producen una rapida degeneracion de las neuronas nigroestriales que
es semejante a la patologia de la EP esporddica, siendo muy ttiles para los estudios en

estadios iniciales de la enfermedad (Taguchi et al., 2020)

Los modelos genéticos se basan en la sobreexpresion transgénica de proteinas
relacionadas con la patologia de la EP hereditaria, como el gen SNCA (que codifica
para la proteina a-sinucleina) o el gen LRRK2, o el uso de modelos para la deficiencia
en la expresion de genes como PINK1 o PARKZ2 entre otros. Estos modelos son utiles
para estudiar en detalle fenotipos de la EP familiar, pero no son adecuados para
reproducir todas las caracteristicas de la enfermedad (Chia et al., 2020) y en muchos
casos, no producen una lesion dopaminérgica significativa caracteristica de la

enfermedad (Sanchez et al., 2014).

4.1. Modelo animal inducido por 6-hidroxidopamina

El primer modelo animal generado para el estudio de la patologia de la EP
fue elaborado por Ungerstedt (1968), y se baso en la administracion unilateral de 6-
OHDA en la SNpc de rata. Esta neurotoxina no atraviesa la barrera hematoencefilica,
por lo que su administracién debe realizarse mediante inyecciéon directa unilateral en
la SNpc del animal (Simola et al., 2007). La inyeccion bilateral de la neurotoxina en
la SNpc tiene consecuencias dristicas para el animal, produciendo en tltima instancia
la muerte en pocos dias (Kostrzewa, 2022), por lo que su administracion suele ser

unilateral.

La 6-OHDA es un anilogo estructural de la dopamina y la noradrenalina y
gjerce su funcion citotdéxica en las neuronas catecolaminérgicas. El mecanismo
neurotoxico de la 6-OHDA reside en su afinidad con los canales de dopamina y
noradrenalina de membrana. Una vez la neurotoxina entra a la célula, la enzima MAO
oxida la 6-OHDA generando H.O., produciendo un estrés oxidativo en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc (Simola et al., 2007). Ademds de producir un estrés
oxidativo perjudicial para las neuronas, también afecta a la actividad mitocondrial,
produciendo alteraciones en la actividad del complejo mitocondrial I (Salari y Baghert,
2019; Simola et al., 2007). El efecto de la 6-OHDA depende del lugar y dosis de la
myeccion, ya que adminmstrada en el estriado provoca una pérdida de las

terminaciones axénicas del estriado y posteriormente una degeneraciéon parcial de las
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neuronas de la SN (Chia et al., 2020; Penttinen et al., 2016), mientras que

administrada en la SN produce una degeneracion progresiva de hasta el 60% de las

neuronas dopaminérgicas, dando lugar a una patologia similar a la observada en la EP

(Hernandez-Baltazar et al., 2017; Salari y Bagheri, 2019) (Figura 7). Este modelo se

caracteriza por generar en roedores y primates no hominidos, los principales aspectos

citotoxicos de la patologia de la EP, ademis de la sintomatologia motora y no motora

progresiva descrita en el ser humano, también se caracteriza por tener una respuesta

positiva al tratamiento con levodopa (Van Den Berge y Ulusoy, 2022). Es por ello por

lo que actualmente se considera un modelo vilido para el estudio de los mecanismos

de citotoxicidad y patogénesis de la EP (Hernandez-Baltazar et al., 2017).
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Figura 7. Deteccion por técnica de
inmunohistoquimica  de  neuronas
dopaminérgicas en la SNpe de rata tras
la microinyeccion unilateral de 6-
OHDA. En las imdgenes se observa una
disminucién del inmunomarcaje de la TH
como marcador especifico de neuronas
dopaminérgicas en el hemisferio lesionado
con 6-OHDA (derecha), en comparacion
con el hemisferio control (izquierda),
dependiente del iempo (week 0-6). Imagen

tomada y modificada de Su et al. (2018).

Otros modelos animales inducidos por neurotoxinas

El descubrimiento de que la exposicién a algunos compuestos quimicos como

el MPTP, la rotetona o el paraquat, suponen un factor de riesgo para padecer la EP,

ha dado lugar a la generacién de modelos animales basados en la administracion de

estas neurotoxinas.
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4.2.1.  1-metil-4-fenil-6-tetrahidropirimidina

Fl modelo animal inducido por MPTP es junto con la 6-OHDA, uno de los
modelos basados en la administracion de neurotoxinas mas usados actualmente
(Mustapha y Taib, 2021). El MPTP es un anilogo de la meperidina y un subproducto
de la sintesis de l-metil-4-fenil-propinoxi-piperidina. Este modelo se realiza
preferentemente en ratén, aunque se han descrito estudios en otros roedores, pez
zebra, nematodos, primates y en humanos expuestos a la sustancia (Mustapha y Taib,
2021).

El MPTP atraviesa la barrera hematoencefilica, por lo que se inyecta
directamente en al animal via intravenosa o intraperitoneal. Una vez en el SNC, la
enzima MAO secretada por los astrocitos, cataliza el MPTP a 1-metil-4-fenil-2,3-
dihidropiridina, un metabolito intermediario, y posteriormente al metabolito
citotoxico 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+). EI MPP+ penetra selectivamente en las
neuronas catecolaminérgicas via trasportadores de noradrenalina y dopamina,
produciendo un efecto similar a la 6-OHDA (Salar1 y Bagheri, 2019). Una de las
mayores diferencias con la 6-OHDA es que el MPTP al traspasar la barrera
hematoencefilica, afecta otras areas del sistema nervioso, no solo a la SN (Van Den
Berge y Ulusoy, 2022). El uso de MPTP también requiere una mayor dosis de
neurotoxina en comparacion con la 6-OHDA para generar la patologia de la EP,

teniendo un mayor riesgo de mortalidad en las primeras 24 horas tras el tratamiento

(Pingale y Gupta, 2020).

4.2.2. Paraquat, rotenona y otras neurotoxinas

El paraquat o N,N-dimetil-4,4,-bipiridinio es un herbicida que es
estructuralmente similar al MPP+, por lo que el efecto patoldgico tras su
administracion es semejante, ejerciendo especial dano en el ciclo oxidativo
mitocondrial. Kl efecto patoldgico en la via nigroestrial es dependiente de la dosis en
ratones, mientras que algunos estudios han revelado la ausencia de degeneracién en
estas dreas del SNC (Salar1 y Bagheri, 2019). Ademas, este modelo presenta otras
desventajas como la falta de especificidad en neuronas dopaminérgicas y la alta tasa

de mortalidad (Pingale y Gupta, 2020).

La rotenona es un compuesto natural en plantas, que se ha extraido y usado

como 1nsecticida. Este compuesto también atraviesa la barrera hematoencefilica, y
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produce una degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, asi como agregacion de
la a-sinucleina y presencia de cuerpos de Lewy tras la inyeccién intravenosa de la
neurotoxina (Salari y Bagheri, 2019). Sin embargo, al igual que el paraquat, esta toxina
no es especifica de neuronas dopaminérgicas, sino que también se han descrito
: N ~ s . LS .
alteraciones en otras neuronas del SNC, como neuronas serotoninérgicas, colinérgicas

y otras catecolaminérgicas (Zeng et al., 2018).

Existen otros compuestos menos comunes para generar modelos animales
para el estudio de la EP, por las limitaciones que presentan para reproducir la
patologia de la enfermedad (baja neurodegeneracion, ausencia de cuerpos de Lewy,
mayor mortalidad...). Entre ellas se encuentra el manganeso, cuya acumulacion en los
ganglios basales produce una patologia similar a la observada en la EP, teniendo
afinidad por los transportadores de dopamina (Pingale y Gupta, 2020). También se
han utihzado inyecciones estereotixicas de lipopolisaciridos e inhibidores del
proteasoma, para reproducir la neuroinflamacion observada la EP (Van Den Berge y
Ulusoy, 2022). Aunque actualmente, los modelos mas usados son los basados en las
neurotoxinas 6-OHDA y MPTP, por la similitud en los procesos de citotoxidad (estrés
oxidativo, neuroinflamacion...), la especificidad por neuronas dopaminérgicas y la
reproduccién del cuadro sintomatologico de la EP en el estudio de nuevos farmacos

(Dovonou et al., 2023; Rentsch et al., 2019; Van Den Berge y Ulusoy, 2022).

5. Organizacion estructural y funcional de la via secretora y el

complejo de Golgi en neuronas

A pesar de que el mecanismo celular por el que se inicia la neurodegeneracion
selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la EP sigue sin determinarse, se han
propuesto mecanismos hipotéticos de la patogenicidad de la EP en las neuronas
dopaminérgicas. Entre ellos se incluyen estrés oxidativo, estrés en el RE, disfuncion
mitocondrial, citotoxidad inducida por o-sinucleina, disfuncion en el complejo
ubiquitina proteasoma, neuroinflamacién, disfuncién del sistema de autofagia y

alteraciones en el trafico de membrana (Hasegawa et al., 2017).

Recientes avances en el campo, logrados fundamentalmente gracias al
desarrollo de modelos celulares y animales de la EP, indican que el trifico de
membrana contribuye enormemente a la patogénesis de esta enfermedad (Rendon et

al., 2013), y de otras patologias neurodegenerativas (Hasegawa et al., 2017). Las
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neuronas son células altamente polarizadas con una morfologia tiinica y compleja. Para
mantener la homeostasis celular y controlar la actividad sindptica, las neuronas poseen
una maquinaria celular compleja, que permite el traifico de compuestos a sus

correspondientes localizaciones subcelulares.

En la ruta secretora, los neurotransmisores, canales 16nicos, complejos de
adhesién y otros componentes, son sintetizados y procesados en vesiculas de
transporte por el RE y en el CG respectivamente, antes de ser transportados a la
membrana celular (MacGillavry y Hoogenraad, 2018). En este proceso, las vesiculas
de transporte alcanzan los compartimentos de unién, con la regulaciéon mediada por
proteinas Rab GTPasas, proteinas receptoras del factor sensible a N-etilmaleimida

(SNARE) y por el citoesqueleto de la célula (Hasegawa et al., 2017)(ver apartado 6).

5.1.  La via secretora: Sintesis y plegamiento de proteinas

El RE es el primer orgianulo involucrado en la via secretora, dénde las
proteinas son sintetizadas, transportadas y plegadas, pero también estd involucrado en
otros procesos como la sintesis lipidica, el metabolismo de carbohidratos o la
regulacion de la homeostasis del calcio (Merighi y Lossi, 2022). El RE es el organulo
celular de mayor tamaiio, compuesto por una red membranosa de tubulos y liminas
mterconectados. Este orginulo esti formado por dos subdominios, el primer
subdominio, rico en ribosomas, localizado en el drea somatodendritica de las
neuronas que se denomina el RE rugoso (RER), y un segundo subdominio, sin
ribosomas, localizado en contacto con otros organulos, en axones y zonas sinapticas

de las neuronas, denominado RE liso (REL) (Yperman y Kuijpers, 2023).

La sintesis de proteinas se inicia con el reclutamiento de ribosomas del citosol
hacia la cara citosolica del RE. Los ribosomas en el citosol comienzan a sintetizar los
nuevos péptidos a partir del RNAm. Los polipéptidos, poseen en el extremo amino
terminal una secuencia senal que va a ser detectada por la particula de reconocimiento
de senal (Wang y Kaufman, 2016). Posteriormente, se crea un complejo de union
entre el ribosoma, el RNAm y la particula de reconocimiento, que se traslada a la cara
citosolica del RE donde la particula de reconocimiento se une a su receptor especifico
(Schwarz y Blower, 2016). En este punto de la membrana del RE, se disocia el
complejo ribosoma-proteina de reconocimiento, y se produce una unién entre el

ribosoma y el traslocon. El traslocén es un complejo proteico, constituido por tres
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componentes principales, Sec6la, Sec61B y Sec61y, que actia como canal para la
traslocacion de los polipéptidos al interior del RE (Swanton y Bulleid, 2003). Si la
proteina es integral de membrana, poseerd residuos hidrofébicos o secuencias de
terminacion del anclaje que harin que el proceso de traslocacion se detenga,

mcorporandose a la membrana lipidica del RE (Schwarz y Blower, 2016).

En el caso de que la proteina sea destinada a la via secretora, los polipéptidos
sintetizados por los ribosomas son transportados al lumen del RE por la interaccion
del traslocon con el complejo oligosacariltransferasa, donde comienza el proceso de
plegamiento (Wang y Kaufman, 2016). En este proceso intervienen chaperonas
(Hsp70 y Hsp90), peptidil propil 1isomerasas, oxidorreductasas y otros factores de
plegamiento que actian en el ensamblaje de la estructura oligomérica nativa de la
proteina  (Braakman y Bulleid, 2011). Cuando las proteinas no se pliegan
correctamente, estas se acumulan en el RE, activando una respuesta que incrementa
la actividad de plegamiento del RE. Si esta alteracion persiste, se activa la via de
degradacién asociada al RE (ERAD) (endoplasmic reticulum associated degradation)
y los polipéptidos se trasladan al citosol donde son degradados por el proteasoma 26S
(Viotti, 2016). Si las proteinas alcanzan la conformacién estructural correcta, se liberan
del RE en un transporte mediado por el complejo de proteinas de cubierta vesicular

II (COPID).

El COPII se localiza en unas regiones concretas de la membrana del RE,
denominadas lugares de salida del RE (ERES) (endoplasmic reticulum exit sites),
también denominados elementos transicionales o RE transicional, donde ensamblan
las proteinas en vesiculas de entre 60-100 nm de diametro (Viotti, 2016). Estas
vesiculas posteriormente se liberan al compartimento intermedio entre el RE y el CG

(ERGIC) (endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartmen(), mediado por

cuatro proteinas SNARE: sintaxina-5, GS27, BET1, Sec22B (Viott, 2016).

Compartimento mtermedio o ERGIC

El compartimento intermedio entre el RE y el AG o ERGIC es un complejo
membranoso originado por la fusién de vesiculas COPII, entre el RE y el CG que
originalmente se definié6 por la identificacion de una proteina de membrana de
H3KkDA (ERGIC-53) (Appenzeller-Herzog y Haurl, 2006; Zhang et al., 2023). Este

compartimento sirve de estacion intermedia entre el RE y el polo mis cercano al RE
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del CG, el polo cis-Golgl, mediando el transporte bidireccional entre los dos organulos

(Zhang et al., 2023).

En el transporte RE-CG, se ha teorizado que las proteinas plegadas en
vesiculas COPII se disocian en el ERGIC, donde contintian hacia el cis-Golgi
mediadas por microtibulos, mientras que los receptores COPII vuelven al RE (Zhang
etal., 2023). En este compartimento, también se produce un transporte retrogrado de
proteinas recicladas del cis-Golgl hacia el RE mediado por vesiculas COPI (Viott,

2016).

~

5.2. El complejo de Golgi

El CG es un orginulo clave en las neuronas, desempenando funciones
fundamentales en el procesamiento, clasificaciéon y transporte de proteinas y lipidos
dentro del sistema de endomembranas. En las neuronas, su localizacion es
mayoritariamente perinuclear en el soma, donde su proximidad al nicleo facilita la
mteraccién con el RE en el transporte y modificacion de proteinas sintetizadas.
Ademads, en las dendritas, se han identificado pequenas estructuras del CG,
denominadas satélites del Golgi, relacionadas con la regulacion de proteinas sindpticas

y de la plasticidad neuronal (Climer et al., 2018).

Estructuralmente, el CG se caracteriza por una estructura polarizada, que
consta de un conjunto de cisternas membranosas aplanadas, organizadas en pilas.
Estas cisternas se agrupan en dominios especificos. La polaridad estructural del CG
es esencial para su funcion de clasificacion, asegurando que las proteinas sean
modificadas en el orden adecuado antes de ser transportadas a su destino final
(Wilson et al., 2011). Estas caracteristicas hacen del CG un centro regulador de la
dindmica celular en las neuronas, con mmpacto directo en funciones como la

sinaptogénesis y la respuesta al estrés celular.

Esta polarizacion de la estructura del CG reside en una serie de
compartimentos o dominios que atraviesan las vesiculas de transporte. Estos
compartimentos alineados desde el RE se clasifican en: red del cis-Golgi (CGN) (Cis-
Golgi Network), medial o intra-Golgl y red del trans-Golgi (TGN) (7rans-Golgi
Network) (Rothman, 1981). Las macromoléculas sintetizadas en el RE son recibidas

en el CGN, donde se someten a modificaciones postraduccionales por la accion de
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enzimas del CG, entre las que se incluyen glicosilacion, sulfatacion, palmitoilacion, y

protedlisis. Posteriormente, se transportan por las distintas cisternas del Golgi en un
trafico mediado por COPIL. Cuando las vesiculas alcanzan el TGN, se clasifican y
conducen al compartimento subcelular correspondiente en vesiculas revestidas de

clatrina (Payne y Schekman, 1985).

5.2.1.  El transporte bidireccional en el complejo de Golgi

Actualmente se han propuesto tres modelos sobre el transporte de proteinas
en los compartimentos del CG. En el modelo de la maduracién de cisternas, las
vesiculas de secrecion atraviesan en direcciéon anterdgrada desde el CGN al TGN,
mientras que las proteinas residentes del CG se transportan en sentido retrogrado en

vesiculas COPI (Park et al., 2021).

El segundo modelo de transporte, denominado modelo de particion ripida
se trata de un modelo selectivo en el que las cisternas del CGN se distribuyen en dos
sub-dominios, un primer dominio de procesado, abundante en glicerofosfolipidos y
enzimas del CG, y un segundo dominio de secrecion rico en esfingolipidos. En este
modelo, cada cisterna del CG poseeria ambos dominios y la clasificacién del material
transportado estarfa vinculada a la afimdad por glicerolipidos o eshgolipidos
(Boncompain y Perez, 2013). De esta forma, las proteinas de la via secretora se
concentran en el dominio de secrecion, mientras que las proteinas residentes del CG

no entrarian a este dominio, si no que se concentrarian en el dominio de procesado

(Park et al., 2021; Patterson et al., 2008).

Finalmente, el tercer modelo propuesto, mediado por tibulos del Golgi, en
el que el transporte de vesiculas mediado por COPL, ocurre en las cisternas del CGN

mterconectadas por tibulos, agilizando un transporte bidireccional (Park et al., 2021).

5.2.2. Clasificacion y transporte en la red del Trans-Golgi

El TGN es el principal centro de distribucién del CG, donde proteinas y
lipidos se clasifican en mensajeros destinados a distintas ubicaciones subcelulares. La
estructura y tamano del TGN varfa segin el tipo celular, pero en la mayoria de las
células se trata de una estructura tibulo reticular localizada en la cara externa del CG

que emerge de las dos tdlimas cisternas del CG y cuya estructura es sometida a
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cambios dindmicos dependiendo del nivel de moléculas recibidas y secretadas (Guo
et al., 2014; Kienzle y von Blume, 2014). IEn el TGN las moléculas se clasifican segiin
su destino final que, en funcion del tipo de celular, puede ser la superficie apical o
basolateral de la membrana, endosomas, vesiculas de secrecion, o bien, otros

compartimentos del CG o el RE (Kienzle y von Blume, 2014).

En la ruta de secrecion, las vesiculas derivadas del TGN se dirigen a la
membrana plasmatica. Tras la fusion con la membrana, las moléculas solubles se
secretan a la matriz extracelular, mientras que en el caso de las proteinas
transmembrana se quedan ancladas a la membrana plasmatica. Sin embargo, algunas
células especializadas como las neuronas almacenan las proteinas o moléculas solubles
en vesiculas de secrecion para liberarlas en respuesta a una regulacién externa

(Makaraci y Kim, 2018).

Aunque el mecanismo de clasificaciéon molecular en el TGN no se ha
elucidado por completo, este reside en el empaquetamiento de las moléculas
secretadas en vesiculas con microdominios de membrana especificos que no poseen
otros tipos de vesiculas. En la via secretora, el TGN recluta clatrina y por la accion de
complejos de proteinas adaptadores (APs) (Adaptor protein complexes), se deforma
la membrana del TGN y se forman las vesiculas secretoras (Guo et al., 2014). Estos
APs suelen estar compuestos por varias subunidades de distintos tamarios, en células
eucariotas se han descrito cinco tipos de APs, de los cuales tres estdn involucrados en
el mecanismo de clasificacion del TGN, AP-1, AP-3 y AP-4. Estos complejos tienen
a su vez isoformas presentes en distintos tipos celulares, siendo la 1soforma AP-3B

exclusiva de neuronas vy tejido neuroendocrino (Guo et al., 2014).

5.2.3. Proteinas estructurales y de mantenimiento del complejo de Golgi

Mientras que la modificacion postraduccional del contenido procesado en el
CG es llevada a cabo por enzimas propias del orginulo (glicosiltransferasas,
glicosidasas o quinasas), la estructura y apilamiento de las cisternas reside en la
cooperaciéon de proteinas ancladas a las membranas del CG. Estas proteinas a su vez
se pueden clasificar en proteinas de ensamblaje y proteinas de la matriz del CG

(Petrosyan, 2019).
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Proteinas de ensamblaje y apilamiento del complejo de Golgi

En vertebrados existen dos proteinas de ensamblaje v apilamiento del CG
(GRASPs) (Golgr reassembly and stacking protemns), la GRASP65 localizada en el
CGN y la GRASPS) en el intra-Golgl. Estas proteinas se encuentran ancladas a las
membranas del CG, uniendo lateralmente las cisternas del CG. Varios estudios han
observado que la deplecion de GRASPSS5 y GRASP6), resulta en la desestructuracion
del apilamiento de las cisternas en el CG (Lowe, 2011; Zhang y Wang, 2020). Ademas
de regular la estructura del CG, las proteinas GRASPs también controlan el trifico de
moléculas en la célula mediante interaccién con el extremo C-terminal de proteinas

transmembrana de la membrana plasmatica (Zhang y Wang, 2020).

Proteinas de Ia matriz del complejo de Golgr

La matriz del CG es un complejo de numerosas proteinas ancladas a la parte
citoplasmdtica de las membranas del organulo y cuya funcion es aportar al CG
mtegridad estructural y regular el trafico vesicular (Witkos y Lowe, 2016). El principal
componente de la matriz del CG son las golginas. Las golginas son proteinas ancladas
a la cara citoplasmitica de la membrana del CG por su extremo C-terminal, esta
conformacién permite a estas proteinas extender su extremo N-terminal en el
citoplasma, facilitando la captacion de vesiculas, otros componentes de membrana o
componentes del citoesqueleto (Witkos y Lowe, 2016). Estas golginas ademas forman
complejos con GTPasas como las Rabs GTPasas (Rabl, Rab2, Rab6 o Rab33 entre
otras) (Goud et al., 2018; Progida, 2019; Saraste, 2016), en distintas localizaciones del
CG, contribuyendo a diferenciacion de las membranas del CG, reclutando también

proteinas efectoras en estas reglones.

Actualmente, se han descrito mas de 11 golginas, de entre las cuales, la
GM130 y la giantin son las mas estudiadas (Kulkarni-Gosavi et al., 2019; Petrosyan,
2019). En particular, la golgina GM130 participa en la organizaciéon estructural y
funcional del CG al actuar como un andamio molecular que facilita la coordinacion
espacial y temporal de maltiples procesos celulares. Esta proteina estd anclada a la
membrana del cis-Golgi, a través de interacciones con la proteina GRASP6),
formando un complejo esencial para el mantenimiento de la estructura del CG vy la

biogénesis de sus compartimentos (Ahat et al., 2022).
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Ademas de su interaccion con las Rab GTPasas, la GM130 regula el trafico
vesicular a través de su capacidad de reclutar proteinas efectoras especificas, lo que
contribuye a la diferenciacion funcional de las membranas del Golgl (Goud et al.,

2018; Kulkarni-Gosavi et al., 2019).

5.3. Exocitosis

5.3.1.  Vesiculas sinapticas

La comunicacion entre neuronas se produce principalmente mediante la
liberacion de neurotransmisores tras el proceso de exocitosis. Durante la exocitosis,
las moléculas se liberan a la matriz extracelular a través de un poro resultante de la
fusién de la membrana de la vesicula secretora con la membrana plasmatica. Kl
proceso de fusibn de membranas y liberacion de neurotransmisores se puede

producir segun dos modelos.

En el modelo “kiss-and-run”, la membrana de la vesicula secretora y la
membrana plasmatica se fusionan parcialmente formando un poro estrecho por el
que se liberan moléculas pequerias. Mientras en el modelo de fusiéon total o “full
fusion”, la membrana de la vesicula se fusiona totalmente con la membrana
plasmatica, liberando completamente su contenido al exterior (Houy et al.,
2013)(Figura 9). La liberacion de neurotransmisores esta regulada por potenciales de
accion de iones calcio (Ca”) extracelular e intracelular. Cuando se produce una serial
interneuronal a través de la entrada de Ca”a los terminales neuronales, se activa la

exocitosis vy 1a liberaciéon de neurotransmisores a la matriz extracelular (Williams y

Smith, 2018).

La fusién de membranas intracelulares estd regulada por proteinas SNARE
presentes en la membrana vesicular y la membrana plasmidtica. En la membrana
vesicular, la SNARE sinaptobrevina-2 (VAMP2) forma un complejo con las SNARE
sintaxina-1 y SNAP-25 de la membrana plasmatica. La formacién de este complejo
provoca una unién progresiva de las cadenas helicoidales de las SNARE en direccion
N-terminal a C-terminal que conlleva la uniéon de las membranas, abriendo el poro de
fusion (Stidhof, 2013). En este contexto, la VAMP2 suele denominarse v-SNARE por
su localizacion vesicular y las sintaxina-1 y SNAP-25, t-SNARESs por su localizacion de

transmembrana (Rizo, 2018).
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5.3.2. Vesiculas extracelulares: Exosomas

Ademis de vesiculas sindpticas, las neuronas también liberan al entorno
extracelular diversos tipos de vesiculas extracelulares. Las vesiculas extracelulares
tienen un papel importante en la comunicacién celular, sirviendo como vehiculo de
transferencia de proteinas de membrana y citosolicas, lipidos y RNA (Raposo y
Stoorvogel, 2013). Segiin su bilogénesis y tamaiio, las vesiculas extracelulares se
pueden clasificar en cuerpos apoptéticos, microvesiculas y exosomas (Gurung et al.,
2021). Los cuerpos apoptéticos suelen ser vesiculas grandes (>1000 nm), producto de
células que estin en proceso de muerte celular programada, las microvesiculas (100-
1000 nm) se producen por evaginaciones de la membrana plasmaitica y los exosomas
son vesiculas pequenas (30-200 nm) producto de la exocitosis de componentes de
origen de la endocitosis (Gurung et al., 2021)(Figura 8). En los ultimos anos, estas
vesiculas, especialmente los exosomas, son objeto estudio debido a su alto potencial

terapéutico y a su posible papel en la transmision de citopatologias (Zhang et al., 2019).

La biogénesis de los exosomas se nicia en la membrana postsindptica con la
endocitosis de material liberado al espacio sindptico por exocitosis, como por ejemplo
los neurotransmisores. Estas moléculas se unen a sus receptores especificos en la
membrana postsiniptica, provocando una respuesta en la neurona receptora. Tras
esta interaccion, se acciona la endocitosis de las moléculas ancladas por invaginacion
de la membrana plasmatica postsiniptica, formando vesiculas intracelulares que se
fusionan intracelularmente, formando los endosomas tempranos (Huotari y Helenius,
2011; Krylova y Feng, 2023). Estas vesiculas intracelulares son la principal forma de

almacenamiento y reciclaje de neurotransmisores (Xia et al., 2022).

En los endosomas tempranos, el contenido puede seguir tres vias. El material
destinado a reciclae se localiza en el dominio periférico del endosoma, para
posteriormente separarse y fusionarse con el TGN o con la membrana plasmatica. En
la via de almacenamiento, el endosoma temprano se somete a un proceso de
maduracion endosomal, formando el endosoma tardio. Este proceso de maduracion
endosomal consiste en modificaciones de la membrana plasmatica del endosoma que
facilitan su movilidad y clasificacion intracelular. En este contexto, se intercambian
esfingolipidos por ceramidas, o algunas proteinas por otras, como por ejemplo la

Rab), que se sustituye por Rab1l1 (Krylova y Feng, 2023).
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Vesiculas Extracelulares
Endocitosis

Vesiculas Endosoma
Intraluminales temprano
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Figura 8. Representacion grafica de la formacion de vesiculas extracelulares. Existen tres
categorias principales de vesiculas extracelulares segiin su origen y tamaio. Los cuerpos apoptoticos
son vesiculas liberadas por la desintegracion de células en proceso de apoptosis; las microvesiculas,
tienen origen en la exocitosis mediante gemacion de la membrana celular y los exosomas son vesiculas
extracelulares producto de la endocitosis y formacion de cuerpos multivesiculares en el citosol. Figura

de elaboracion propia, creada con BioRender.

Posteriormente, ciertas partes de la membrana del endosoma se invaginan,
formando vesiculas en el espacio intraluminal del endosoma, otorgindole una
apariencia multivesicular, por lo que a los endosomas tardios también se les conoce
como cuerpos multivesiculares (CMV). El endosoma tardio posteriormente puede
fusionarse con lisosomas procediéndose de esta forma a su degradacioén o seguir una
ruta de exocitosis a la membrana plasmatica, con la que se fusiona, produciendo la
liberacion de las vesiculas intraluminales como exosomas al medio extracelular
(Kalluri y LeBleu, 2020) (Figura 9). Estos exosomas podran ser endocitados por
células receptoras, donde tendrian funcion de transmision de seniales y/o moléculas o

formar parte integral de la matriz extracelular (Pegtel y Gould, 2019).

El andlisis y cuantificacién de estas vesiculas, se basa en el marcaje de
proteinas presentes en la membrana de exosomas, como son las tetraspaninas CD63,
CD9y CD81 (Picca et al., 2020; Rastogi et al., 2023; Rufino-Ramos et al., 2022; Yakabi
etal., 2023; Yeh et al., 2021). Entre ellas, la CD63 es una de las mas estudiadas, siendo
la primera tetraspanina descrita, es especialmente abundante en la membrana de
vesiculas intraluminales de los endosomas tardios, las cuales se liberan posteriormente
como exosomas (Han et al., 2023; Pols y Klumperman, 2009). Actualmente, se ha
mtensificado el estudio de las vesiculas extracelulares, y mas concretamente de los
exosomas, como posibles vias de transmision de las patologias neurodegenerativas en

el sistema nervioso (Figura 10).
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Figura 9. Esquema de la via secretora en neuronas. En la via secretora, las proteinas de nueva
sintesis salen del RE hacia el ERGIC. Estas proteinas son sometidas a modificaciones postraduccionales
en el CGN vy se clasifican en vesiculas secretoras en el TGN. En neuronas, la exocitosis de vesiculas
sinapticas se da mediante dos vias: “Kiss and run” o “Full Fusion”. ¥l material exocitado puede ser
endocitado por células receptoras, formando el endosoma temprano. Este contenido podri reciclarse,
almacenarse o seguir la via de exocitosis madurando a endosoma tardio y liberando su contenido en
forma de exosomas al medio extracelular. N: ntacleo, RE: reticulo endoplasmatico, ERGIC:
compartimento intermedio, CG: complejo de Golgi, CGN: red del Cis-Golgi, TGN: red del Trans-Golgi.

Figura de elaboracion propia creada con BioRender.

Figura 10. Imagen de microscopia electrénica de transmision de la formacion de exosomas en
neurona. En la imagen se encuentran marcados los cuerpos multivesiculares (CMV), en los cuales se
observan vesiculas intraluminales que posteriormente serdn liberadas el medio extracelular en forma de

exosomas. Imagen tomada y modificada de Mathews y Levy (2019). Barra 500 nm.
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En el contexto de la EP, a pesar de que los mecanismos no se han elucidado,
se ha detectado que la a-sinucleina oligomérica se libera directamente al entorno
extracelular mediante exosomas, funcionando como una posible via de propagacion

de la citopatologia a otras neuronas (Yu et al., 2020).

A pesar de ser posible la purificacion de exosomas de fluidos biolégicos, se
encuentra en entredicho la deteccion de a-sinucleina en exosomas como biomarcador
de la EP debido a la baja abundancia de la proteina en estas vesiculas, siendo
necesarios un mayor numero de estudios para verificar su especificidad y sensibilidad
como método de diagnéstico (Yu et al., 2020). Sin embargo, el estudio de estas
vesiculas permite la recogida de muestras de pacientes de forma menos invasiva para

el estudio de posibles biomarcadores, como podria ser de la saliva, la sangre o la orina.

6. Maquinaria molecular del transporte intracelular

El trifico intracelular es un proceso dindmico esencial para mantener la
homeostasis en los organulos membranosos de la célula. La formacion y transporte
de vesiculas intracelulares es un proceso altamente regulado, que requiere de un grupo
de proteinas heterogéneo de Rab GTPasas, SNAREs, proteinas motoras, de

aproximacion o del citoesqueleto (Figura 9)(Cui et al., 2022).

Los defectos en el transporte intracelular y concretamente en este tipo de
proteinas se han vinculado con enfermedades neurodegenerativas como la EP, el

Alzheimer, la enfermedad de Hungtinton y otras neuropatias (Kiral et al., 2018).

6.1.  Proteinas reguladoras del transporte: Rab GTPasas

Las Rab GTPasas son una subfamilia de proteinas dentro de la superfamilia
de las Ras GTpasas. Esta famihia de proteinas estd presente en todas las células
eucariotas, pero se describieron por primera vez en tejido nervioso, dénde son
especialmente abundantes debido a la alta diversidad funcional que reflejan las
neuronas (Kiral et al., 2018). Las Rab GTpasas son claves para el mantenimiento del
trafico intracelular, ya que participan en procesos de fusion, transporte, apilamiento y
ensamblaje de membranas (Villarroel-Campos et al., 2016). Estructuralmente, las Rab
GTPasas se pliegan formando una limina B compuesta por cinco cadenas dispuestas

paralelamente y una cadena antiparalela, con cinco a-hélices rodedndola.
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El extremo C-terminal de todas las Rabs es una region hipervariable de unos
35-40 aminoicidos, que en contacto con determinados efectores determina la

localizacion y las interacciones de las Rabs con otras proteinas (Liu y Storrie, 2012).

La funcién de las Rab reside en el cambio entre la forma mactiva libre unida
a GDP (guanosin difosfato) y la forma activa anclada a membrana, unida a GTP
(guanosin trifosfato). En la forma activa, cada Rab GTPasa puede interactuar con una
variedad de efectores, normalmente relacionados con etapas del trafico intracelular,
reclutindolos. Estos efectores son variables, y entre ellos, se incluyen, por ejemplo,
componentes del citoesqueleto, SNAREs o adaptadores motores (Liu y Storrie, 2012).
Estas Rabs a su vez estan reguladas por chaperonas inhibidoras de la disociaciéon con
GDP (GDI), factores de desplazamiento de GDI (GDFs) y proteinas activadoras de
GTPasas (GAPs). En este contexto, las GDIs mantienen las Rabs mactivas en el
citosol, mientras que las GDFs regulan la imsercién de las Rabs en las membranas
correspondientes. Por tlimo, las GAPs inactivan las Rabs unidas a G'TP por hidrolisis
del GTP a GDP, extrayéndolas de las membranas hasta su posterior reactivacién en

un nuevo proceso de transporte vesicular (Progida, 2019).

Actualmente se han descrito en humano mads de 60 proteinas de la familia de
las Rab GTPasas (Goud et al., 2018), de entre las cuales al menos 20 estarian asociadas
al CG (Liu y Storrie, 2015).

Rabl

En el transporte entre el RE v el cis-Golgi, se han identificado maltiples Rab
GTPasas implicadas en la comunicacion de ambos organulos (Goud et al., 2018),

siendo el mecanismo de accion de la Rabl en esta region el mas estudiado.

La Rabl posee dos isoformas, la Rabla y la Rablb, y ambas se encuentran
asociadas a membranas del ERGIC, donde estaria involucrada en la biogénesis de
vesiculas COPII derivadas del RE, el acoplamiento de estas vesiculas al CG y en el
transporte retrogrado mediado por vesiculas COPIL. Ademds de estar involucrada en
el transporte RE-CG, la Rab1l también esta presente en el espacio intra-Golgi (Figura
9) (Goud et al., 2018). Los cambios entre el estado activo e mactivo de la Rabl,
promueven cambios conformacionales en la estructura de la proteina y su unién a
efectores. La Rab1-GTP regula el trafico de vesiculas derivadas del RE y la fusion con

el CG al reclutar los factores de anclaje p115 y v-SNAREs. Mientras que en el espacio
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mtra-Golgi, la Rab1 forma un complejo con la proteina Golgin-84, contribuyendo al

mantenimiento de la estructura del CG (Yang et al., 2016).

En modelos de ratéon, la ausencia de Rabl provoca la fragmentacion del CG,
siendo la expresion de esta proteina, la unica forma de restaurar la correcta
citoarquitectura del organulo, indicando su papel fundamental en el mantenimiento
de la estructura del CG (Galea et al., 2015; Saraste, 2016). Ademas, la Rabl tendria
un papel especifico en el trafico intracelular en neuronas. En las proyecciones
neuronales (dendritas y axones), también denominadas neuritas, no suele estar
presente el CG, pero si estructuras tubulares del ERGIC en contacto con los

endosomas tempranos, denominadas satélites (Mikhaylova et al., 2016).

Estas estructuras membranosas donde se encuentra anclada la Rabl, se
localizan en el cono de crecimiento de las neuritas, estableciendo una unién

bidireccional con el cuerpo central de la neurona y favoreciendo el desarrollo

neuronal (Sannerud et al., 2006).

Rab2

La Rab2 se localiza principalmente anclada a las paredes del cis-Golgi y en el
ERGIC. Ista GTPasa desempeiia un papel esencial en el transporte vesicular
mediado por COPI, facilitando tanto el transporte anterégrado como el retrégrado de
proteinas y lipidos, contribuyendo a la homeostasis y el mantenimiento estructural del
CG. En este contexto, la Rab2 interactiia con proteinas efectoras como GOLGAZ2
(Golgin-A2), una proteina estructural clave del CG, para estabilizar la organizacion del
organulo y coordinar el trafico vesicular. Ademads, la proteina Rab2 también actiia en
procesos de autofagia, este mecanismo que asegura el reciclaje de las proteinas,
previniendo la acamulacién de proteinas mal plegadas en células que enfrentan altos

niveles de estrés, como las productoras de insulina o las neuronas (Sugawara et al.,

2014).

En el reciente estudio llevado a cabo por Szinydkovics et al. (2023) en un
modelo animal de la EP en Drosophila melanogaster, observaron que la
sobreexpresion de Rab2 aumentaba la esperanza de vida en una cepa de mosca con

la mutacién AS3T para la a-sinucleina, mediante la activacion de la autofagia.

Ot

~
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RabSa

Son muchas las Rabs presentes en el transporte vinculado al TGN y fuera del
CG, entre ellas se encuentran Rab3, Rab6, Rab7b, Rab8 - Rab14, Rab21, Rab22b,
Rab27, Rab29 y Rab39 entre otras (Figura 12). Algunas Rab GTPasas son casi
exclusivas de neuronas, como es el caso de la Rab3a y la Rab27b, las cuales estin

presentes en la exocitosis de vesiculas sindapticas (Kiral et al., 2018).

De entre ellas, la Rab3, se subdivide en cuatro isoformas distintas (Rab3a,
Rab3b, Rab3c y Rab3d), de las cuales, la Rab3a es la mds abundante en el cerebro
(Dou et al., 2023; Schliiter et al., 2002). Aunque la Rab3a se ha descrito también en
el CG, esta GTPasa se localiza principalmente en las terminaciones nerviosas,
oscilando entre la forma citosélica unida a GDP y la forma activa unida a GTP anclada
a la membrana de vesiculas sindpticas. En este contexto, la Rab3a actia regulando el
reclutamiento y la fusion de las vesiculas sindpticas con la membrana presindptica
durante la exocitosis de neurotransmisores (Geppert et al., 1997; Huang et al., 2011;

Leenders et al., 2001).

En esta fase del transporte intracelular, la Rab3 se ha vinculado con la
patologia de la EP y con la a-sinucleina (Chen et al., 2013; Dou et al., 2023). En la
EP, las mutaciones de ganancia de funcién del gen LRRK2, producen la fosforilacion
de Rab G'TPsas como la Rab3a. La fosforilacion de la Rab3a por la LRRKZ, a su vez,
altera el transporte anterdgrado de vesiculas sindpticas en el axén, originando un
déficit en su liberaciéon que favorece la acumulacion de proteinas en el soma neuronal,
contribuyendo de esta forma a la citopatologia de la EP (Dou et al., 2023). También
se ha descrito que la fosforilacion del residuo 129 de la a-sinucleina, una de las
alteraciones mas comunes de la a-sinucleina en la EP, favorece su unién con la Rab3a
en los terminales sindpticos, inhibiendo la hidrolisis de GTP y alterando el trifico de

vesiculas sindpticas (Lv et al., 2022).

Ademas, esta GTPasa, también estaria involucrada en el mantenimiento de la
homeostasis de la membrana plasmitica, actuando en el posicionamiento de
lisosomas y endosomas tardios, y en su uniéon con la membrana plasmitica para
reparar dafios en la superficie celular (Encarnacio et al., 2016; Raiborg y Stenmark,
2016; Vieira, 2018). Son mudltiples las funciones y los efectores que se han vinculado

con la Rab3a. Estudios recientes, han descrito la interacciéon de la Rab3a con la
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espastina, una proteina clave en la biogénesis de los microtibulos, modulando el

crecimiento neuronal (Yang et al., 2023) .

6.2.  Proteinas de anclaje y fusion de membranas: SNAREs

La fusion de dos membranas lipidicas provoca cambios en la topologia y
conformacién de las membranas, para que este proceso tenga lugar, es necesario el
contacto directo entre ambas membranas con gasto de energia. Las proteinas SNARE
son las encargadas de provocar esta fuerza mecianica que produce la deformaciéon de
las membranas y la fusion de la estructura (Risselada y Mayer, 2020). Las proteinas
SNARE son generalmente proteinas pequenas de unos 100-300 aminoécidos ancladas
a la membrana vesicular (v-SNAREs) y a la membrana receptora (-SNARESs)
(Margiotta, 2021). Estructuralmente, las proteinas SNARE presentan un dominio en
o-hélice responsable de la unién entre ellas, un dominio comin de unos 60
aminodcidos y una regiéon C-terminal hidrofobica necesaria para el anclaje a la

membrana (Margiotta, 2021).

En el proceso de fusion de membranas, es necesaria la formacion de
complejos de varias SNARE en las dos membranas, las v-SNARE. interaccionan con
las -SNARE para formar un complejo, que aproxima ambas membranas lo
sulicientemente cerca como para que se fusionen. Esta unién genera la energia
necesaria para catalizar el cambio de conformacion de las membranas lipidicas (Wang
et al., 2017). Después de la fusion, el complejo SNARE se une a proteinas de union
al factor sensible a N-etilmaleimida (SNAP) (N-ethyimaleimide attachment protemn) y
a proteinas de fusion al factor sensible de N-etilmaleimida (NSF), formando un
complejo en el que el NSF hidroliza ATP, resultando en la liberacion del ensamblaje

entre v-SNARE y t-SNARE (Wang et al., 2017) (Figura 11).

Sintaxina->

La formacion de complejos SNARE es altamente especifica, y estan presentes
en las etapas de la exocitosis y en el mantenimiento de la estructura del CG.
Recientemente, se han descrito dos nuevos complejos SNARE en el CGN: Sintaxina-

SNAP29/VAMP?7 vy Sintaxina-5/VTI1B/Sintaxina-8/YKT6. La existencia de estos

«

complejos, han dado lugar a estudios en modelos celulares en los que la deplecion de

la sintaxina-5, produce una deficiencia en el proceso de glicosilacion en el CGN
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(D’Souza et al., 2023), indicando el papel de la sintaxina-5 en el mantenimiento del
CG. Esta funcién de la sintaxina-5, también se hace evidente durante la mitosis celular,

donde el CG sufre un proceso de desensamblaje y reensamblaje.

Membrana vesicular

/ \-SNAR&
t-SNARE / \_ / K
, e e Y, —— fc\_':’jf ,

Membrana receptora

Complejo t-SNARE/v-
SNARE

Fusién de membranas
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t»SNARE/._
—
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Complejo 1-SNARE/v
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Figura 11. Esquema de fusion de membranas mediada por complejos SNARE. La union de
membranas en el trifico intracelular es dependiente de la unién de proteinas v-SNARE y t-SNARE
presentes en la membrana vesicular y en la membrana receptora. La formacion del complejo v-
SNARE/t-SNARE favorece la aproximacion y fusién de las membranas para formar un tnico
compartimento. Una vez se han fusionado las membranas, el NSF hidroliza el complejo, resultando
en la liberacion de las SNARE para su reutihzacion. Figura de elaboracion propia, creada con

BioRender.

Durante el reensamblaje del CG, la sintaxina-5 se ubiquitina e interviene en
el reclutamiento de los fragmentos mitoticos del CG (S. Huang et al., 2016). Ademas,
estudios en levadura, indican que la elimiacién de inclusiones citosolicas proteicas
parece ser dependiente de sintaxina-5 (Babazadeh et al., 2019). Es importante destacar
que el complejo formado por las SNAREs sintaxina-5, GS27, Betl y Sec22b, es
esencial en el transporte entre el RE-CG (Figura 12)(Linders et al., 2019). Este
complejo es necesario para la fusién y ensamblaje de vesiculas COPII provenientes

del RE para la formacion del ERGIC.

Proteinas de aproximacion

Las proteinas o factores de aproximacién son un grupo de moléculas que

median el reconocimiento nicial y el contacto entre las vesiculas y las membranas
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receptoras, regulando el ensamblaje de las proteinas SNARE (Wang et al., 2017).
Actualmente, se han descrito tres clases de factores de aproximacion: complejos de
proteinas en a-hélices superenrolladas, complejos de aproximacién con multiples
subunidades y factores de anclaje especificos del CG (Ungermann y Kiimmel, 2019).
Estos factores difieren en la estructura de las subunidades individuales, la arquitectura
general y la dimension de los complejos, incluso dentro de la misma clase. Sin
embargo, todos los factores de aproximaciéon comparten la interaccién con Rab
GTPasas (Rabl, Rab2, Rab5, Rab6, Rab8, Rabll...) para ser reclutados, por la
capacidad de unir membranas y por su papel en regular la fusiéon de los complejos

SNARE (Koike y Jahn, 2022; Ungermann y Kiimmel, 2019).

Los complejos de proteinas de o-hélices superenrolladas, son proteinas
largas, de mas de 200 nm, que pueden interaccionar a grandes distancias, mientras
que los complejos de multiples subunidades operan a distancias mas cortas, de unos

30 nm (Koike y Jahn, 2022).

Cuando las vesiculas son capturadas por los factores de aproximacién de la
membrana receptora, estas proteinas de aproximacién cambian su conformacién de
un estado extendido a colapsado, de esta forma las vesiculas se atraen a la membrana
receptora a una distancia menor de 8 nm, compatible con la interaccién de los

complejos SNARE, mediando de esta forma, la fusiéon de ambas membranas (Koike

y Jahn, 2022).

Algunas de las proteinas de aproximacién mds estudiadas, incluyen a las
golginas, GM130, Golgin-45, Golgin-97, Golgin-245 o pl15, en las membranas del
CG (Figura 9.) (Hong y Lev, 2014). Este complejo de proteinas media la direccion y
fusion de vesiculas en el CG en la cara cis-Golgl y en el TGN del CG (Wang et al.,
2017). Ademds, estas proteinas de aproximaciéon también interaccionan con proteinas
SNARE regulando el ensamblaje de los complejos SNARE. En este contexto, p115
mteracciona con sintaxina-5, GS28, GS15, Sec22, GS27 regulando el ensamblaje de

este complejo SNARE en el CG (Wang et al., 2017).
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Figura 12. Esquema de la maquinaria molecular del transporte intracelular. Se ilustra la
localizacién subcelular de algunas de las proteinas mvolucradas en el transporte de membranas y en el
mantenimiento de la citoarquitectura del CG durante el proceso de endocitosis y exocitosis. Figura de

elaboracién propia creada con BioRender.

6.2.  Citoesqueleto

En células eucariotas y especialmente en neuronas, la estructura vy
organizacioén del RE y el CG, asi como la direccionalidad del transporte intracelular,
estd regulado en gran parte por el citoesqueleto. De hecho, los microtibulos que
conforman el citoesqueleto controlan la localizacién y organizacion del CG, y proveen
de una ruta de transporte a través de la célula hacia las dendritas y los axones mediante
diversos mecanismos (Mascanzoni et al., 2022; Parato y Bartolini, 2021). En las
neuronas, son tres los principales componentes del citoesqueleto: los microtubulos,

los neurofilamentos y los filamentos de actina (D1 Giaimo et al., 2020).
Los microtiibulos

Los microtibulos en todas las células eucariotas tienen un papel fundamental
en la regulacion de la estructura celular, el movimiento de organulos, la secrecion de
moléculas y la division celular. En neuronas, los microtiibulos se disponen paralelos
a las fibras nerviosas y se orientan uniformemente con sus extremos polarizados hacia

el axon.
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Con esta disposicion, los microtibulos forman una via de transporte de
materlal a través de las fibras nerviosas (D1 Giaimo et al., 2020). Los microtabulos son
polimeros de 13 protofilamentos polarizados formados por subunidades de o y B
tubulinas regulados por el centrosoma (Di Giaimo et al., 2020; Parato y Bartolini,
2021). Los centrosomas son organulos multifuncionales sin membrana de unos 330-
600 nm de longitud y 25 nm de didmetro, compuestos por dos centriolos apareados
de nueve tripletes de microtiibulos cada uno, en disposicion cilindrica simétrica. La
funcion principal de los centrosomas es la nucleacion de los microtibulos, actuando
como lugar de ensamblaje de los dimeros de tubulina (Mascanzoni et al., 2022;
Vasquez-Limeta y Loncarek, 2021). En las neuronas, los microttibulos maduros no se
encuentran unidos al centrosoma, lo que otorga una mayor variedad de disposiciones

geométricas dependiendo de factores enzimdticos y moléculas motoras (Parato y

Bartolini, 2021).

La nucleacion de los microtibulos también se lleva a cabo en el CG, a través
de dos complejos proteicos localizados en la red cis y trans del Golgi. El primer
complejo localizado en el CGN se origina a través de GM130 (Mascanzoni et al.,
2022). Esta golgina recluta proteinas de anclaje como AKAP450, CEP215 vy
miomegalina, que van a producir el ensamblaye de microtibulos en el CG.
Posteriormente, esos microtubulos son estabilizados en el TGN por proteinas
MTCLI1, CLAPs, AKAP450, CAMPSAP2 reclutadas por la miomegalina. Ademas,
la golgina GM130 también interactGa con GRASP65 en el CG, teniendo papel de
estabilizacién de los nuevos microtibulos y de la estructura del CG (Mascanzoni et

al., 2022).

Filamentos de actina y neurofilamentos

Los filamentos de actina, también denominados microfilamentos, se originan
araiz de la polimerizacion de monémeros de actina globular, formando polimeros de
dos cadenas helicoidales de unos 8 nm de didmetro. Los filamentos de actina son
estructuras polares, normalmente asociadas a superficie de membranas (Gurel et al.,
2014). Los filamentos de actina estin también mvolucrados en diversos procesos
celulares, como la division celular, la endocitosis, la exocitosis, el mantenimiento de
la estructura del CG o el transporte RE-CG (Mascanzoni et al., 2022). En las neuronas,
la actina adquiere reorganizaciones estructurales esenciales en la formacién de

prolongaciones citoplasmdticas como las dendritas o el cono de crecimiento axonal.
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Recientemente, se ha descrito que los filamentos de actina adquieren una
conformacién en anillos a lo largo de los axones y las dendritas, los cuales dotan de
soporte mecanico a las neuronas (Oliveira da Silva y Liz, 2020). Algunos estudios
también han descrito la vinculacion de los filamentos de actina con la organizacion del
trafico de vesiculas intracelulares y la liberaciéon de vesiculas sindpticas en la exocitosis

(Rust y Maritzen, 2015).

Los neurofilamentos son un tipo de filamentos intermedios expresados
exclusivamente en las neuronas, compuestos por tres subunidades proteicas, la
proteina neurofilamentosa de alta densidad (205 kDa), de densidad media (160 kDa)
y de baja densidad (68 kDa) (Gentil et al., 2015). Estos filamentos forman una
estructura compuesta por extremo N-terminal, un dominio en a-hélice central y un
extremo C-terminal largo, de unos 10 nm de didmetro. Los neurofilamentos son
esenciales en el crecimiento de los axones, otorgando al axén de soporte mecanico y
determinando el didmetro de su estructura y favoreciendo la mielinizacién (D1 Giaimo
et al., 2020; Gentil et al., 2015). Ademas, los neurofilamentos interactian con otros
elementos del citoesqueleto, como los microtibulos, para organizar y posicionar

organulos en el entorno celular, como son el nucleo, las mitocondrias, el CG o el RE

(Gentil et al., 2015).

7. Alteraciones del trafico intracelular en la neurodegeneracion

Las alteraciones en el trafico intracelular se han vinculado a la mayoria de las
enfermedades neurodegenerativas. Gracias al avance en técnicas bioquimicas y
genéticas, se han descubrimiento mutaciones vinculadas a la EP familiar que estin
directamente relacionadas con el transporte intracelular, como son las descritas en los
genes LRRK2, PINK1, SNCA, RAB39b, VPS35, etc (Dou et al., 2023; Hasegawa et
al., 2017; Kiral et al., 2018).

Una anomalia comin de varias enfermedades neurodegenerativas es la
fragmentacion del CG (Caracci et al., 2019; Fan et al., 2008; Y. Wei et al., 2023).
Estudios post-mortem y en modelos animales, han descrito la fragmentacion del CG
en la enfermedad de Alzheimer, la atrofia multisistémica, la ataxia espinocerebral de
tipo II, la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, y en la EP (Fan et al., 2008; Fujita et al.,
2006; Gonatas et al., 2006). Considerando que el CG es el orginulo central del

transporte intracelular, la fragmentacion del CG conlleva alteraciones en el pH, la
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glicosilaciéon y el transporte intracelular, siendo habitualmente un evento previo al
proceso de apoptosis celular, lo que indica que es un contribuyente clave en la
neurodegeneracion (Liu et al., 2021) (Figura 13). La inhibiciéon de la fragmentacion
del CG neuronal disminuye o retrasa la apoptosis celular y previene la agregacion de
proteinas anémalas, como la a-sinucleina, eventos clave en la neurodegeneracion (He

etal., 2020; Liu et al., 2019).

Las alteraciones en proteinas fundamentales en el mantenimiento del trifico
mtracelular, también se han vinculado con irregularidades en la estructura y
funcionamiento del CG en enfermedades neurodegenerativas. En modelos celulares
y animales, la deplecién de proteinas estructurales como la GM130 o de anclaje como
la SNARE sintaxina-5, producen una deficiencia en la glicosilacion de proteinas en el
CG (D’Souza et al., 2023) y la fragmentacion del CG (Caracci et al., 2019; Suga et al.,
2005). A su vez, en un modelo celular de la enfermedad de Alzheimer, el proceso de
estrés en el CG se describié un aumento en la expresion en la sintaxina-5, indicando
su posible funcién como factor de proteccién, mientras que el proceso de estrés
prolongado produciria su degradacion por la accion de la caspasa-3 durante la

apoptosis celular (Suga et al., 2022).

En este contexto, también se han descrito alteraciones en la red de
microtiitbulos en neuronas afectadas de la citopatologia de la EP. En algunos modelos
de la EP se ha observado agregaciéon de las tubulinas junto con la agregacion de la o-
sinucleina (Cyske et al., 2023). Ademads, en estudios recientes en modelos celulares y
anmimales, se ha observado la interaccion de la a-sinucleina con los filamentos de
actina, teniendo un efecto negativo en la funciéon neuronal, en la elongacion y

migracién axonica y en la funcion mitocondrial (Oliveira da Silva y Liz, 2020).

La desestructuracion y disfuncion del CG y sus proteinas asociadas se han
identificado como eventos comunes en varias enfermedades neurodegenerativas,
como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral amiotrofica y la EP. Estas
alteraciones son factores implicados en la acumulaciéon de proteinas mal plegadas,

estrés oxidativo y eventualmente la muerte celular.

Es fundamental ampliar el conocimiento sobre los mecanismos patoldgicos
que afectan al CG vy las proteinas involucradas en el trafico intracelular. Este enfoque
resulta clave para optimizar el diagnostico y desarrollar estrategias terapéuticas basadas

en posibles factores comunes que actiian en las etapas iniciales del desarrollo de
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enfermedades neurodegenerativas. A largo plazo, esta comprensién podria permitir
no solo retrasar, sino también prevenir la progresion de estas patologias,

contribuyendo significativamente a mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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Figura 13. Esquema de la implicacion del transporte intracelular en la
neurodegeneracion. La presencia o acumulacion de proteinas citotoxicas como las
formas oligoméricas de la o-sinucleina, pueden asociarse con componentes
estructurales del RE, del CG y de las mitocondrias, produciendo la disrupcion del
transporte intracelular y de la funcion mitocondrial. Esto a su vez, produce una
deficiencia en la actividad lisosomal y la autofagia, favoreciendo ain mais la
acumulacion y desorganizacion de las proteinas, la formacion de grandes agregados
proteicos como los cuerpos de Lewy y la degeneraciéon neuronal. Figura de

elaboracion propia creada con BioRender.
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11. Hipotesis y objetivos

1. Justificacion

Actualmente, la EP se presenta como un desafio para el diagnéstico, ya que
no se dispone de biomarcadores especificos que faciliten su identificacién de manera
temprana y precisa. Aunque los cuerpos de Lewy se consideran un sello
histopatolédgico distintivo de la EP, carecen de validez como biomarcador, debido no
solo a su presencia en otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer, la demencia con cuerpos de Lewy o la esclerosis lateral amiotréfica,
sino también a la inconsistente aparicion de estos agregados de o-sinucleina en
muestras de pacientes con la EP. A pesar de los avances alcanzados gracias a pruebas
de diagnoéstico por imagen y de estudio genético, las caracteristicas sintomatoldgicas
de la EP se correlacionan con otras condiciones neurodegenerativas, por lo que estos,
resultan msuficientes para confirmar el diagnostico de la enfermedad en estadios
miciales. Incluso cuando la condicién clinica se ha manifestado completamente, la
precision en el diagnostico de la enfermedad sigue siendo insuficiente. Es por ello por
lo que actualmente, el examen post-mortem del encéfalo, sigue siendo el dnico

método para confirmar con exactitud el diagnostico de la EP.

Los estudios realizados hasta el momento reflejan un gran interés en la
deteccion de nuevos biomarcadores diagnosticos, mostrando evidencias de una
estrecha vinculacion con las alteraciones en el trafico intracelular, especialmente en la
citoarquitectura del CG, organulo central en el trifico de membranas. La
fragmentacion del CG se ha documentado recientemente como un fenémeno
patolégico comun en diferentes enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis
lateral amiotrofica o la enfermedad de Alzheimer. En este contexto, en la EP, las
alteraciones producidas en el trifico intracelular contribuyen a la acumulacion de
proteinas con plegamiento anémalo, como la o-sinucleina, la acumulacion de
dopamina y la formacion de metabolitos citotdxicos, la interrupeion de la via lisosomal
y la autofagia, y la generacion de un estrés oxidativo que eventualmente favoreceria la

degeneracion de neuronas dopaminérgicas.

En contradiccion a la concepcion historica de que la EP es un trastorno
exclusivamente motor vinculado principalmente a la degeneraciéon dopaminérgica en

el SNC, se ha producido un cambio de paradigma en el estudio de esta patologia,
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destacandose la creciente importancia de los sintomas gastrointestinales. Este cambio,
ha propiciado una reconsideracion en la aproximacion de la investigacion de la EP,
poniendo especial énfasis en el eje bidireccional entre el SNC y el SNE, en un estudio

mtegral y multidisciplinario de la enfermedad.

Los recientes descubrimientos de formas oligoméricas patogénicas de la a-
sinucleina en tejidos nerviosos periféricos como es el SNE en muestras de pacientes
y modelos animales, asi como la presencia de una sintomatologia gastrointestinal
temprana en un gran porcentaje de los pacientes, reflejan que la citopatologia de la EP
no parece limitarse inicamente a las neuronas dopaminérgicas del SNC. Este hallazgo
ha impulsado varias teorias sobre el origen de la enfermedad, situindolo fuera del
SNC y sugiriendo una comunicacion bidireccional entre el SNC y el SNP, tomando
especial relevancia el estudio en el SNE y la transmision de la a-sinucleina mal plegada

través del nervio vago.

Por ende, las bases de nuestro trabajo se centran en explorar las posibles
alteraciones estructurales en el CG, “estacion central” en el proceso de trifico
mtracelular, asi como los cambios en diversas proteinas implicadas en la regulacion y
mantenimiento del trifico de membranas en las neuronas dopaminérgicas tanto del
SNC como del SNE, en un modelo animal de rata hemiparkinsoniana. El estudio
comparativo entre las neuronas del SNE de colon proximal y las del colon distal,
podria ayudar a comprender las posibles vias de propagacion de la a-sinucleina en el

eje SNC-SNE, y la influencia del nervio vago en la citopatologia de la EP.

Analizar los posibles mecanismos implicados en la fragmentacion del CG y
en las alteraciones en el trifico intracelular en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
y el SNE, podria suponer un avance en el conocimiento de la citopatologia que
caracteriza el inicio de la enfermedad y permitiria ampliar las vias de estudio y

diagnostico de la EP.

2. Hipotesis

La hipotesis central de nuestra investigacion se fundamenta en que la
microinyeccién unilateral de 6-OHDA en la SNpc en el modelo de rata
hemiparkinsoniana, provoca alteraciones significativas en la estructura del CG y en la

regulacion del transporte intracelular en las neuronas dopaminérgicas.
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Las neuronas dopaminérgicas se caracterizan por una extensa ramificacion
axonal, lo que genera una alta demanda metabdlica y requiere de un trifico
mtracelular muy activo, haciéndolas especialmente vulnerables a las alteraciones en el
CG. Estas alteraciones interfieren en la glicosilacion, maduracion, liberacion y
reciclaje de proteinas, relacionandose con la agregacion de la a-sinucleina en formas
oligoméricas citotdxicas, ya identificadas en el modelo celular de la EP desarrollado

en nuestro laboratorio (Rendoén et al., 2013).

En este contexto, la microinyeccion de 6-OHDA ofrece un modelo
experimental ideal para estudiar la fragmentacion del CG como un evento
citopatoldgico temprano en la EP, ya que no se observan cuerpos de Lewy en este
modelo, lo que puede ayudar a comprender si estas alteraciones pueden preceder a

la agregacion de la a-sinucleina y posterior formacion de los cuerpos de Lewy.

La conexion bidireccional entre el SNC y el SNE, y las observaciones en
pacientes con EP, sugieren que estas alteraciones estarian presentes en las neuronas
dopaminérgicas de ambos sistemas nerviosos, apoyando asi la teoria de la implicacion
del SNE. en el desarrollo de la EP, principalmente a través de la conexion establecida
por el nervio vago. En este contexto, las neuronas dopaminérgicas del SNE serian
aun mas sensibles a la exposicion de toxinas como la 6-OHDA, debido a la carencia
de una barrera hematolédgica protectora como la presente en el SNC. Por lo que, la
deteccién de alteraciones en las neuronas dopaminérgicas del SNE podria

proporcionar una ventana de estudio y diagnéstico en la EP.

Finalmente, en base a las diferencias en la imnervacion del SNE del colon, el
estudio comparativo de la citopatologia entre las neuronas dopaminérgicas de plexos
nerviosos del colon proximal y del colon distal, podria proporcionar informacion para
elucidar las posibles vias de transmisién de la citopatologia de la EP en sus etapas mas

tempranas.

3. Objetivos

Con este trabajo, se pretende profundizar en el estudio de las bases celulares
de la EP, mediante el andlisis morfol6gico de neuronas dopaminérgicas del SNC y del

SNE, de un modelo experimental de rata hemiparkinsoniana inducido por la toxina

6-OHDA.
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es el estudio del CG en las
neuronas dopaminérgicas como eje central en el analisis citopatologico de la EP,
analizando su citoarquitectura, asi como la distribucion y contenido de proteinas
esenciales en el trafico intracelular mediante andlisis morfologicos y moleculares
comparativos entre neuronas dopaminérgicas de la SNpc y las neuronas

dopaminérgicas del SNE. del colon proximal y del colon distal.

Los dos capitulos incluidos en el apartado de Resultados dan respuesta a los

objetivos concretos enumerados a continuacion:

Capitulo 1: Analisis morfologico y molecular de la sustancia negra

pars compacta

e  Objetivo 1. Evaluar el efecto de la neurotoxina 6-OHDA en las

neuronas dopaminérgicas de la SNpc como modelo experimental de la EP.

e Objetivo 2. Estudiar la respuesta inflamatoria tras la lesion
dopaminérgica, mediante andalisis morfoldgico y cuantitativo de las células de la glia

en la SNpc.

e Objetivo 3. Analizar la distribucion de la proteina o-sinucleina en las

neuronas dopaminérgicas de la SNpc tras la lesion dopaminérgica.

e  Objetivo 4. Analizar la citoarquitectura del CG en las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc, a través de técnicas inmunohistoquimicas.

e Objetivo 5. Valorar las alteraciones en la distribucién de proteinas
esenciales en el mantenimiento de la estructura del CG y en la regulacion del

trafico de membranas en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc

e Objetivo 6. Cuantificar la expresion de proteinas implicadas en la

citoarquitectura del CG y en el trifico intracelular en la SNpe.

o  Objetivo 7. Realizar un estudio morfoldgico ultraestructural de la

citoarquitectura del CG en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.
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e  Objetivo 8. Analizar la distribucion y expresion de proteinas
presentes en las membranas de exosomas en la SNpc¢, como posible via de

transmision de la EP.

Capitulo 2: Analisis morlologico de las neuronas dopaminérgicas

del sistema nervioso entérico en el colon

. Objetivo 1. Identificar morfolégicamente los plexos mientérico y

submucoso en el SNE.

e Objetivo 2. Validar el modelo experimental de rata
hemiparkinsoniana inducido por 6-OHDA, para el estudio del SNE, evaluando la

lesion dopaminérgica en el SNE de muestras de colon proximal y colon distal.

e Objetivo 3. Analizar la densidad de la poblaciéon de células gliales en

plexos nerviosos del SNE de muestras de colon proximal y colon distal.

e Objetivo 4. Estudiar y comparar los cambios en la distribucion de la

a-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas del SNE.

e  Objetivo 5. Analizar la citoarquitectura del CG en las neuronas

dopaminérgicas del SNE.

e  Objetivo 6. Evaluar la citoarquitectura del CG en otros tipos
neuronales que forman parte de los plexos nerviosos del colon proximal y colon

distal.

e Objetivo 7. Analizar morfolégicamente la distribucion de proteinas

mvolucradas en el trafico de membranas en neuronas dopaminérgicas del SNE.

e  Objetivo 8. Identificar proteinas presentes en las membranas de

exosomas en los plexos nerviosos del colon como posible via de transmisiéon de la

EP en el SNE.
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III.  Material y métodos

1. Anticuerpos y reactivos

Los anticuerpos y reactivos quimicos de grado de pureza analitica utilizados

en este trabajo se encuentran detallados en Anexos (Anexo 1y II).

Los productos no especificados se obtuvieron de Sigma Aldrich (St Louis,
MO, USA), Thermofisher (Waltham, MA, USA), Merk KGaA (Darmstadt,

Alemania) y PanReac AppliChem GmbH (Darmstadt, Alemania).

2. Modelo experimental

2.1.  Sujetos experimentales

Para este estudio se seleccioné un modelo animal inducido por la inyeccion
de la neurotoxina 6-OHDA en el SNpc del hemisferio cerebral derecho,
produciéndose una lesion especifica de neuronas dopaminérgicas en uno de los
hemisferios de los animales de experimentacion. Al mismo tiempo, el otro hemisferio
cerebral se utilizd como control. Se trata, por tanto, de un modelo de

hemiparkinsonismo.

Se emplearon 22 ratas Sprague-Dawley machos y hembras (Charles River,
Barcelona, Espaiia), con un peso medio de 300-350 gr. Todos los ensayos
experimentales se aplicaron siguiendo estrictamente la normativa del Consejo de
Furopa 2010/63 relativa a la proteccion de los animales utilizados con fines cientificos.
Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentaciéon vy Bienestar  Amimal de la  Universidad de Valencia
(A14311938371570). En concreto, se usaron 9 ratas macho y 13 ratas hembra y los
animales fueron estabulados en el animalario de la Unidad Central de Investigacién
de la Facultad de Medicina (UCIM) de la Universidad de Valencia. Las condiciones
de estabulacion fueron de una temperatura de 22 + 2 °C, ciclos de luz/oscuridad de
12h, humedad del 55 + 109% y con acceso a agua y alimento ad Ibitum hasta la fecha

de experimentacion.

~
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2.2, Procedimiento quirtrgico

El procedimiento quirtrgico llevado a cabo, se realizé bajo condiciones de
anestesia general, utilizando como agente anestésico 1soflurano (39-59%) mezclado con
oxigeno puro que fue administrado por via inhalatoria. Ademis, la anestesia general
se complement6é con anestesia local, administrando lidocaina distribuida en la
superficie craneal. La efectividad de la anestesia se verificé mediante la comprobacion
de la ausencia de reflejos corneopalpebral, podal y cola, mediante contactos con
algodén de la superficie corneal, o el pellizcamiento del espacio interdigital o la cola
respectivamente. Ademads, para prevenir cualquier sensacion de dolor como resultado
de la cirugia, se administraron inyecciones subdérmicas de buprenorfina, un potente
analgésico con una duracion del efecto media-larga. Para prevenir la posible depresion
respiratoria en los animales tratados con isoflurano y buprenorfina, se administro
conjuntamente atropina, un antagonista competitivo del receptor muscarinico de
acetilcolina, que induce la relajacion del tejido muscular liso de las vias respiratorias,
evitando asi estos problemas respiratorios durante la cirugia. Los volumenes de
administracion se establecieron en 0.05 mg/ por kg de peso del animal (Cho et al.,
2019). La técnica se realizé en un marco estereotixico (SR-6R, Narishige, Japén),
colocando a los animales con el craneo fijado al marco mediante soportes en los
conductos auditivos externos y en incisivos para modular la posicion definitiva del
craneo, de forma que permita la correcta identificacion de las referencias

estereotaxicas (Figura 14).

Posteriormente, se procedié a rasurar y desinfectar la cabeza del animal, y con
ayuda de un bisturi, se realizo una incision longitudinal de aproximadamente 2 cm en
la piel del craneo. Para dejar expuesta la superficie craneal, se retird el periostio y se
aparto la piel sobrante utilizando una espdtula. Usando como referencia los puntos
Bregma y Lambda de las suturas del craneo, se nivel6 la cabeza, y se corrigieron las

coordenadas extraidas del Atlas de Paxinos y Watson (2013).

Dado que las coordenadas en el atlas se basan en ratas con una distancia entre
Bregma y el punto interaural de 9.0 mm, se aplica una correccion con el tamaio real
de la cabeza del animal para asegurar el lugar de inyecciéon exacta de la 6-OHDA en
la SNpc. Esta consistio en medir la distancia entre Bregma y el punto interaural del
craneo y dividirla por la longitud del atlas (9.0mm), este factor posteriormente se

emplea como factor de correcciéon en las coordenadas correspondientes de AP: -5.4

mm, ML: 1.9 mm y DV: 8.0 mm para la SNpc (Figura 15).
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Figura 14. Imagen representativa del proceso de microinyeccion
estereotaxica de la neurotoxina 6-OHDA en un hemisferio cerebral de rata

en el marco estereotaxico.

Una vez localizada la posicion, se marcéd en el craneo, se realizé el trépano
con un taladro dental y se retiraron las meninges. Se inyecté un volumen de 7 pl de 6-
OHDA (2.5 pg/ul) en uno de los hemisferios cerebrales a una velocidad de 1 pl/min
con una jeringa Gastight de 10 ul (Hamilton®) unida al marco estereotixico. Después
de la cirugia, se sutur6 la incision mediante sutura de seda 3/0 y los animales se
mantuvieron en estabulacion entre 18 y 21 dias, en las mismas condiciones descritas
anteriormente, para asegurar la degeneracion definitiva de las neuronas

dopaminérgicas en la SNpc.

Para prevenir la sensacion de dolor e inflamacion durante los dias posteriores
a la Intervencion quirtrgica, se administré meloxicam por via subcutinea una vez al
dia durante dos dias. El volumen de administracion se establecié en 2mg por kg de

peso del animal (Cho et al., 2019).

En esta intervenciéon quirtirgica se utilizaron 18 ratas (7 machos y 11 hembras),
y los 4 animales restantes (2 machos y 2 hembras) se utilizaron como control para el
estudio morfologico de las neuronas dopaminérgicas del SNE del colon, tratindose
con el mismo procedimiento, pero con la sustitucion de la 6-OHDA por una infusién

de 7 ul de solucion salina.
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Figura 15. Esquema de la localizacion estereotaxica de la SNpe en rata modelo. (a) Vision lateral
y dorsal del craneo de rata modelo. Se representan con puntos las localizaciones de Bregma, Lambda y
el punto mteraural, siendo la longitud entre Bregma y el punto interautal de 9.0 mm. (b) Vision coronal
y sagital (esquina superior izquierda) de seccion de encéfalo de rata en la posicién antero-posterior -5.4
mm con respecto a Bregma. En esta seccion se localizan con puntos (rojo) la posicion de la SNpe en

ambos hemisferios cerebrales. Imigenes adaptadas del Atlas de Paxinos y Watson (2013).

2.3, Sacrificio, perfusion y obtencion de muestras biologicas

Tras el periodo de estabulacién posterior a la cirugia, las ratas
hemiparkinsonianas y los controles para el estudio de las neuronas dopaminérgicas
del SNE de colon, fueron sacrificados, mediante la administracién por via
mtraperitoneal, de una sobredosis de pentobarbital sédico (Dolethal®) en relacion
100 mg/Kg de peso corporal. Posteriormente, el tejido fue fijado mediante perfusion
mtracardiaca. Cuando la frecuencia cardiaca disminuyo, y se comprobo la ausencia de
reflejos, se realizo una seccién transversal en el abdomen a la altura del esternon, se
secciono el diafragma para asi obtener una zona de abertura al corazén y se introdujo
una canula roma de 1 mm de didmetro sin filo, desde el ventriculo izquierdo hasta la

aorta ascendente.
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Después, se 110 la canula con una pinza hemostdtica para asegurar su posicion
y se secciond la auricula derecha para permitir la salida de fluidos. Posteriormente
con una bomba de perfusion (PERCOM N-M, ]J.P, Selecta) a la que estaba tinica la
canula, se administré6 con un flujo constante de 20 ml/min una solucién isoténica
(0.99) para purgar la sangre del sistema circulatorio y seguidamente 500 mL de una
solucién fijadora de paraformaldehido (PFA) al 4% con glutaraldehido (GA) al 0.25%
en tampon fosfato salido (PBS) (0.1M, pH 7.4), para asegurar una correcta fijacion de
la ultraestructura celular y la posterior observacion de las muestras seleccionadas
mediante microscopia electrénica de transmision. Una vez completada la fijacion, se
extrajo el encéfalo y se realizaron tres secciones coronales de 1 mm de grosor en una
matriz Zivic®, tomando como referencia el lugar de inyeccion de la 6-OHDA y 1 mm

a ambos lados de este.

Las secciones destinadas al andlisis histologico e immunocitoquimico, se
sumergieron en una solucién fijadora de PFA al 4% en PBS durante 2 h a temperatura
ambiente, calculando siempre el volumen de solucién fijadora diez veces superior al
volumen del tejido, estas muestras posteriormente se conservaron a 4°C. Para el
estudio ultraestructural mediante microscopia electronica, se microdiseccionaron las
dos porciones de SNpc de ambos hemisferios de la seccion coronal, hemisferio
control y hemisferio con el punto de inyeccion, y se procesaron segun se detalla en el

apartado correspondiente (ver apartado 5).

Por otra parte, porciones de colon proximal y distal se extrajeron haciendo
una pequena incision en el abdomen para exponer la cavidad peritoneal, se cort6 el
mtestino grueso por el borde anal y localizando el ciego, y se obtuvieron segmentos
de 4 ecm de cada porcion del colon. Estos se lavaron con PBS frio para eliminar las
heces y se sumergieron en PFA al 49 en PBS 24h a 4°C, para su posterior procesado

para el andlisis histologico del tejido (ver apartado 3).

Las 5 ratas hemiparkinsonianas restantes no fueron perfundidas con la
solucién fijadora, con el fin de obtener los cerebros libres de fijador para utilizarlos en
la cuantificacién de proteinas mediante la técnica de Western-blotting (Tabla 1). En
estos casos, los animales fueron sacrificados por decapitacion, el cerebro se extrajo y
se lavo suavemente con PBS frio. Se realizaron secciones coronales en matriz Zivic®
y se microdiseccionaron bajo lupa las dos porciones de SNpc de la secciéon coronal
con el lugar de inyeccion, de esta forma se obtuvieron por separado la SNpc lesionada

y control. Inmediatamente después, las muestras de SNpc se pesaron, congelaron y
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almacenaron a -80°C para evitar la degradacion de las proteinas. Las dos secciones
coronales restantes de 1mm a ambos lados de la secciéon con el punto de inyeccion de
cada encéfalo, se sumergieron en una solucion fijadora de PFA al 4% en PBS durante
2h a temperatura ambiente. Estas secciones se procesaron posteriormente para el
estudio morfologico mediante microscopia optica de fluorescencia (ver aparatado

3.2).

3. Estudio morfologico y cuantitativo mediante microscopia opltica

3.1. Analisis histologico

Con el fin de 1dentificar los plexos mientérico y submucoso, y observar la
densidad y ubicacion de las neuronas en el SNE, se realiz6 un primer andlisis
histologico utilizando la tincién de azul de toluidina. El azul de toluidina es un
colorante catiénico y metacromatico en funcion del pH, que tifie estructuras basofilas
como la matriz extracelular o el nucleolo, siendo su uso muy extendido en el andlisis
de tejido nervioso al tefir de azul estructuras como los cuerpos de Nissl y las fibras
nerviosas (Vidal y Mello, 2019). Para esta técnica, se diseccioné con bisturi una
porcion (< 1em) de las muestras de colon proximal y distal fijadas en PFA al 49% en

PBS durante 24h a 4 °C y se incluyeron en parafina.

La inclusién se realizo con previa deshidratacion de las muestras debido al
caracter hidrofobo de la parafina, por inmersiones sucesivas de 15 min en etanol, en
gradiente creciente (30%, 50%, 709%, 809%, 96% y 100% (v/v)). La parafina tampoco es
miscible con el etanol, por lo que posteriormente se realizaron dos lavados en xilol de
10 min para extraer el agente deshidratante, y finalmente se embebieron las secciones
en moldes con parafina liquida en estufa a 60°C durante 1h. Después el molde se dejo
enfriar a temperatura ambiente hasta la solidificacion de la parafina. Una vez
obtenidos los bloques de parafina, se cortaron secciones transversales de 5 um de
espesor con micrétomo Leica RM2235 (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemania) y se
colocaron en series de dos secciones por portaobjetos. Para desparafinar las muestras,
los portaobjetos se colocaron en estufa a 40 °C durante una noche, y posteriormente
se realizaron dos lavados de 10 min en xilol. Seguidamente, se rehidrataron mediante
varios lavados de 10 min en un gradiente descendiente de etanol (100%, 96%, 80%,

709% (v/v)), para finalizar con un dltimo lavado en H.O destlada.
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Posteriormente, las muestras se tifieron con azul de toluidina 0.5% en una
solucion de tampoédn acético/acetato (0.2 M dcido acético, 0.2 M acetato sodico) a
distintos pH entre 3 y 5.4, durante 2 min, para elegir el 6ptimo para la identificacién
de los plexos nerviosos. Después se hicieron lavados riapidos consecutivos con H-O
destilada, etanol 96° y 100° y 2-3 lavados de 1 min en xilol para eliminar el exceso de
colorante. Por ultimo, las muestras se cubrieron con medio de montaje Entellan™ y

cubreobjetos. Finalmente, las muestras histoldgicas se observaron bajo microscopio

Leica DMD108 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

3.2. Inmunofluorescencia

3.2.1.  Procesado de muestras y obtencion de cortes con criostato

Las secciones de cerebro y colon destinadas para este estudio se mantuvieron
en una solucion de PFA (49) durante 48h a 4 °C antes del procesado. La inclusion
de las muestras en parafina puede provocar una pérdida de antigenicidad en las
muestras por enmascaramiento de los epitopos, por lo que, con el fin de conservar la
mayor especificidad posible para el inmunomarcaje, estas muestras no se incluyeron
en parafina, si no que se criopreservaron y congelaron a -20°C hasta su utilizacion

(Hira et al., 2019).

Para criopreservar las muestras y de esta forma no alterar las membranas
celulares y evitar la formacion de cristales de hielo durante la congelacion, las muestras
se lavaron con PBS y se sumergieron en una solucién de sacarosa (309) en PBS
durante uno o dos dias a 4 °C, hasta conseguir que la muestra se embebiera
completamente en la solucién. Después se incluyeron en cryobloc (Diapath,
Martinengo, Italia), este compuesto a base de glicoles y resinas hidrosolubles es liquido
a temperatura ambiente y se congela a temperaturas inferiores a -10 °C, siendo un
medio de inclusién 6ptimo para obtener secciones de las muestras en criostato. Una
vez congelados los bloques a -20°C, se obtuvieron secciones coronales de 7 um de
espesor del hemisferio cerebral control y experimental con el uso del criostato (Leica

CM1950, Leica Biosystems) a -24 °C.

Se procedié de igual forma para el estudio de las muestras de colon proximal
y distal. La inclusién de las muestras en parafina puede provocar una pérdida de

antigenicidad en las muestras por enmascaramiento de los epitopos, por lo que, con
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el fin de conservar la mayor especificidad posible para el inmunomarcaje, estas
muestras no se incluyeron en parafina, si no que se criopreservaron y congelaron a -
20°C hasta su utilizacion (Hira et al., 2019). Todas las secciones, se colocaron en series
de tres en portaobjetos Superfrost Plus™ (Thermofisher, Waltham, MA, USA) vy se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

3.2.2.  Inmunomarcaje

Para el immunomarcaje, los portaobjetos se descongelaron a temperatura
ambiente durante 5 min y utilizando un rotulador hidrofobico Pap Pen, para delimitar
el drea alrededor de la seccion y de esta forma se asegur6 el mismo volumen de

reactivos en cada muestra (20-30 pl).

Con el fin de realizar un ultimo paso de fijacion y asegurar la adhesion de los
cortes al portaobjetos se volvio a aplicar una solucion de PFA (49%) en PBS durante 1
min. Seguidamente se lavaron las muestras en cubeta de tincién con PBS, tres veces

durante 5 min a temperatura ambiente.

Como la reactividad antigeno-anticuerpo puede verse disminuida por
modificaciones estructurales en las proteinas debidas a la fijacién con PFA, se aplico
un método de desenmascaramiento denominado “heat-induced antigen retrieval”
(Kakimoto et al., 2008), que consiste en aplicar calor y presion a las muestras para
romper las uniones cruzadas que se hayan generado tras la fijacion en la estructura de
las proteinas, para asi recuperar la conformacién original de la proteina y asegurar la
union del anticuerpo primario. Para ello, se sumergieron los portaobjetos en solucion
de desenmascaramiento (tampon citrato 10 mM, Tween™ 20 0.05%, pH 6.0) a 80 °C
durante 30 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente unos minutos y se lavaron

nuevamente con PBS tres veces, durante 5 min cada una.

Para evitar la formacién de uniones inespecificas entre el anticuerpo primario
y otros epitopos y facilitar la penetracion del anticuerpo mediante la permeabilizacién
de las membranas celulares, se aplicé una soluciéon de bloqueo con 2% albiimina de
suero bovino (BSA) y 0.1% Triton™ X 100 en PBS durante 1 h en cimara himeda
a temperatura ambiente. Posteriormente se retiré el bloqueo y se incubaron las

muestras con los anticuerpos primarios en cimara himeda a 4 °C durante 24 h

(Anexo I).
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Tras este periodo, se lavaron con PBS y se incubaron con los anticuerpos
secundarios en cimara hiimeda a temperatura ambiente durante 1 h. A partir de este
momento, se mantuvieron los portaobjetos en oscuridad para evitar la degradaciéon

del fluoréforo por exposicion a la luz.

Debido a la presencia de moléculas autofluorescentes como flavinas y
lipofucsinas en las neuronas del SNC y el SNE, se volvieron a lavar las muestras con
PBS vy se incubaron con una solucién de bloqueo de autofluorescencia (sulfato de
cobre 2 mM, acetato de amonio 50 mM, pH 5) en PBS durante 1 h en una cimara
hiimeda a temperatura ambiente (Potter et al., 2012). Después se lavaron con PBS y
se marcaron los nucleos celulares con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante 5
min. Finalmente, se realizo un lavado de 5 min en PBS y se montaron los portaobjetos
con Mowiol, medio de montaje especifico para inmunofluorescencia.

.

3.3. Microscopia de fluorescencia

El andlisis de la densidad de neuronas dopaminérgicas en la SNpc se realizd
con un microscopio de fluorescencia Leica DM 2500 equipado con una cimara Leica
DFC 3000G (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), utilizando una lente objetivo
en seco de 20x (apertura numérica 0.4). Las mmdgenes se capturaron usando el
software Leica Application Suite X Version 38.7.4.23463 (LAS X) (Leica

Microsystems, Wetzlar, Alemania).

3.4. Microscopia confocal

La observacion de las muestras de mmunofluorescencia se realizé con un
microscopio confocal con escaner resonante Leica TCS-SP5-AOBS (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania) bajo un lente objetivo de 100x de inmersion en
aceite (apertura numérica 1.44). Para la excitacion se utilizaron liseres DIODE 405
para DAPI, Ar (488) y HeNe 543 para anticuerpos secundarios conjugados Alexa-488
y Alexa-568 respectivamente. La adquisicion de imdigenes se realizé utilizando el
software Leica Application Suite X (LAS X), en modo XYZ. con un espesor en Z, entre

2-6 um y utihizando modo secuencial.

Para el modelado 3D, las imdgenes se obtuvieron usando microscopio

confocal Leica TCS-SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) con tecnologia de
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laser de luz blanca (WLL), con lente objetivo de 63x de inmersién en aceite (apertura
numérica 1.44). La adquisicion de imdagenes se realizé utilizando el software Leica
Application Suite X (LAS X), en modo XYZ con un espesor de Z entre 5-7 ym y

utilizando modo secuencial.

3.5. Analisis de datos

Para estudiar la distribucién de las proteinas inmunodetectadas y cuantificar
la intensidad de fluorescencia de las imdgenes, se analizaron las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc del hemisferio control y el hemisferio modelo de la EP
mducido por 6-OHDA de los 22 animales de experimentacion. Para cada proteina
de estudio, se realizaron al menos 3 repeticiones de la técnica de inmunofluorescencia
en distintas secciones de los hemisferios cerebrales de cada animal, de las cuales se
adquirieron un minimo de 3-5 imigenes de la SNpc. Una vez adquiridas las imagenes,
se utiliz6 el programa Image] Version 1.53 (National Institute of Health, USA), para

el andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia.

Los datos obtenidos se extrajeron de la intensidad de la fluorescencia por drea
de nterés y estos valores medidos luego se convirtieron a *xls y se analizaron con
SPSS Version 26 (IBM: Nueva York, EE. UU.). Se utilizaron las pruebas t de Student
y U de Mann-Whitney para comparar las medias entre los valores de muestras control
y muestras EP, en base al andlisis de la normalidad por la prueba de Kolmogérov-
Smirnov. Finalmente, utilizamos los valores de p para demostrar las diferencias entre
los grupos, donde p<0,05 indicaba una diferencia estadisticamente significativa entre
las medias. Los grificos se obtuvieron con Microsoft Excel y las medias se expresaron
en porcentajes con error estandar de la media (SEM). El modelado 3D se procesd

con el software Imaris (Oxford Instruments, Abingdon, Reino Unido).

A. Inmunodeteccion y cuantificacion de proteinas por Western-
blotting
4.1. Extraceion y determinacion de proteinas

La extraccién de proteinas para inmunodeteccion y cuantificacion por la
técnica de Western-blot se realizo partiendo de las muestras de SNpce congeladas a -

80 °C. Se utilizaron fragmentos con un peso medio de 0.02 gr de 5 muestras control
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y & muestras EP que fueron homogeneizados en tampoén de hisis (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, Triton X-100 196, SDS 0.5%, EDTA 2 mM, desoxicolato sédico 0.59%,
pH 8.8).

Este tampon de lisis que se complemento6 con ortovanadato sodico ImM y un
coctel de mhibidores de proteasas SigmaFast™. La proporcién en volumen de
tejido/tampon se mantuvo 1:10 para todas las muestras (150-200 ul de tampoén). Se
utihizé un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem por agitacion, hasta que la muestra
quedo6 completamente diluida en el tampén de lisis. La homogeneizacion del tejido
se realizo en frio para evitar la degradacion de las proteinas por actividad enzimatica
tras la lisis. A continuacién, cada lisado se centrifugé durante 10 min a 10.000 rpm a
4°C.

Debido al reducido peso de la SNpe (0.02 gr), se resuspendieron los pelets
con el sobrenadante y se centrifugé de nuevo para asegurar la maxima extraccién de
proteinas, se recogié cuidadosamente el sobrenadante resultante y se transfirio a un
tubo nuevo. A partir de estos extractos, se cuantificaron las concentraciones de
proteina a partir de una curva patréon de BSA, usando el método de Micro-Lowry con
Modificacién de Peterson de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma

Aldrich, St Louis, MO, USA).

4.2. Técnicas electroforéticas

4.2.1. FElectroforesis

Tras obtener la concentracién proteica en los extractos resultantes, se
separaron las proteinas en geles verticales en gradiente de acrilamida 49-15% Mini-
Protean® TGX™ de 0.1 cm de espesor (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
segun el método de electroforesis en geles de acrilamida con SDS (SDS-PAGELE)
descrito por Laemmli U.K (1970). Con el fin de optimizar los extractos, se realizaron
varias pruebas de concentracion proteica y de dilucion de anticuerpos en la
mmunodeteccion. Se cargaron 15 pg de extracto proteico en tampédn de carga
Laemmli 4X en cada pocillo de los geles (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA)
en proporcion 1:4 (tampon/muestra), desnaturalizada en termobloque a 100°C
durante 3 min. Después se anadio en el primer y dltimo pocillo un marcador de peso

molecular Seeblue™ Plus2 de rango 250-4 kDa.
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La electroforesis se realizd a 120V constantes a temperatura ambiente, en
equipo Mini-Protean® Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) en
tampon de electroforesis (Tis-HCI 25 mM, Glicina 190 mM, SDS 0.1%, pH 8.3)

hasta que el frente del tampon de carga llegase al otro extremo del gel.

4.2.2. Transferencia a membrana

Una vez hnalizada la electroforesis, se realizé una electrotransferencia de las
proteinas separadas por SDS-PAGE, del gel a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) de 0,22 pum de poro (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA), utilizando un sistema humedo descrito por Towbin et al., 1979, en tampén de

transferencia (Tri-HCI 25 mM, Glicina 190 mM, Metanol 20%, pH 8.3).

Esta transferencia se realizé en equipo Mini Trans-Blot® (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), el cual consta de un soporte portageles con dos
placas que actian de dnodo y citodo para la electrotransferencia. En este soporte,
desde el danodo al citodo, se situaron una esponja humedecida con el tampén de
transferencia, una lamina de papel Whatman® (Merk KGaA, Darmstadt, Alemania)
y el gel de acrilamida con las proteinas separadas. Sobre el gel de acrilamida, se
dispuso la membrana de PVDF (0.22 pm de poro), otra limina de papel Whatman®
y una dltima esponja humedecida con el tampoén de transferencia. Se eliminaron las
burbujas de aire entre las distintas capas en la electrotransferencia para optimicar la
electrotransferencia, y se colocé el soporte portageles en el equipo Mini Trans-Blot®
con tampédn de transferencia. Fl voltaje empleado para la transferencia de las proteinas
fue de 150 mA constantes a 4 °C durante una noche, de esta forma, las proteinas
migran desde el gel de acrilamida en el dnodo, hasta la membrana de PVDF en la

posicién del citodo.

4.3. Métodos de deteccion de proteinas

4.3.1. Tincion con azul de coomasie

Una vez completada la eletrotransferencia, se extrajeron el gel de acrilamida

y la membrana de PVDF, y se evaluo la efectividad de la transferencia mediante la

tinci6n de los geles con azul de Coomassie.
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El azul de Coomassie es un colorante ampliamente usado para tefiir proteinas
en geles de acrilamida y la ausencia de bandas proteicas nos indica la correcta
transferencia de las proteinas a la membrana. Para tenir los geles se usé una disolucion
de 0.1% azul de Coomassie, 409 metanol y 10% dcido acético en H.O destilada,
durante 2 horas a temperatura ambiente en constante agitacion suave. Una vez
transcurrido este tiempo, se realizé un lavado con HO destilada y varios lavados con
una disolucion acuosa de 25% de metanol y 109 de acido acético, hasta que se elimino

el exceso de colorante.

4.3.2.  Inmunodeteccion de proteinas electrotransferidas

Posteriormente, se lavaron las membranas de PVDF con tampoén Tris salino
(TBS-T) (Tris-HCI 10 mM, NaCl 0.9%, 0.059% Tween™ 20, pH 8). Después, con el
fin de bloquear los sitios de union mespecificos, se mantuvieron las membranas en
agitacion durante 1h a temperatura ambiente en una solucion que contenia 59 BSA
en TBS-T. Seguidamente se sustituyo la soluciéon de bloqueo y se incubaron las
membranas con otra solucién que contenia el anticuerpo primario a la dilucion
adecuada (Anexo I), en constante agitacion suave durante 2 h a temperatura ambiente.
A continuacion, se lavaron las membranas tres veces durante 10 min cada una con
TBS-T en agitaciéon y seguidamente, se incubaron en una disolucion en TBS-T del
anticuerpo secundario anti-IgG especifico (Anexo I) conjugado con peroxidasa
(HRP), durante 60 min en agitacion suave a temperatura ambiente. Tras este periodo,

las membranas se volvieron a lavar en TBS-T tres veces durante 10 min.

Para el revelado del mmunomarcaje, se escogid el método por
quimioluminiscencia. Este método se basa en el uso de reactivos a base de luminol
que se oxidan con la presencia de HRP conjugada al anticuerpo secundario,
originando un estado excitado del luminol en el cual emite luz. De esta forma, las
bandas proteicas se revelaron con un kit de reactivos de deteccion de proteinas
Amersham™ ECL™ (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA) segtin las
indicaciones de la casa comercial, durante 1 minuto a temperatura ambiente. La

quimioluminiscencia resultante se detecté utilizando el lector de quimioluminiscencia

Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, 1L, USA).
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AA. Cuantificacion y analisis estadistico

La cuantificacion se llevo a cabo utilizando el software Image]. La densidad
de las bandas inmunorreactivas correspondientes a las muestras de SNpc de EP se
comparé con la densidad de las bandas de las muestras de SNpc del hemisterio
control y se realizaron un total de 4-6 experimentos independientes para cada muestra.
Los datos densiométricos se presentaron como porcentajes respecto a los controles, y
las variables continuas se presentaron como medias y errores estindar de la media
(SEM). Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar las medias entre las
muestras de EP y de control. Finalmente, se utilizaron los valores de p para demostrar
las diferencias entre los grupos, donde p<0,05 significo una diferencia estadisticamente

significativa entre las medias.

5. Microscopia electronica de transmision

5.1. Analisis ultraestructural

.1.1. Procesamiento de muestras

(514

Se seleccionaron siete secciones coronales de encéfalo de animales distintos,
perfundidos segin se ha detallado para un estudio ultraestructural, y se realizé la
microdiseccion de las porciones de SNpc de cada hemisferio (control y EP) con ayuda
de bisturi y lupa (Motic SMZ-168, Motic, Hong-Kong, China). Estas se cortaron en
bloques de 1 mm®aproximadamente y se introdujeron en una solucion fijadora de 2%
de GA en tampon cacodilato sodico 0.2 M con 0.059% de CaCl.a pH 7.4 durante 2 h
a4 °C.

Posteriormente se lavaron en tampoén cacodilato (0.1 M, pH 7.4) 3 veces
durante 10 min y se post-fijaron en una mezcla 1:1 de ferrocianuro potisico 3% y
tetroxido de osmio 2% en agua bidestilada a 4 °C durante toda la noche. Estas
soluciones no solo acttian como post-fijadores, s1 no que estos metales electrodensos
se unen a estructuras como las membranas celulares, aportando contraste que
facilitara la visualizacion de las muestras, y mds concretamente del CG. Después las
muestras se lavaron 3 veces con agua destilada durante 5 min, y se mantuvieron en

tampon cacodilato a 4°C hasta tu posterior procesado.

90



Material y Métodos

A continuacion, las muestras se lavaron 2 veces durante 5 min con agua
destilada. Seguidamente, se empled una solucion de dcido tinico al 0.15% en tampon
cacodilato (0.2 M, pH 7.4) durante 1 min a temperatura ambiente. El dcido tanico es
un compuesto que actta como mordiente, realzando el contraste de las muestras. Tras
este paso, se volvieron a lavar las muestras con agua bidestilada 3 veces durante 5 min
cada una. Posteriormente, se realiz6 un primer contraste aplicando una solucion de
acetato de uranilo al 2% en agua bidestilada durante 2 h en oscuridad. Después, se
lavaron las muestras en agua bidestilada 3 veces durante 5 min cada una y se procedid
a deshidratarlas mediante tratamiento con etanol, siguiendo un gradiente creciente de
concentracion. Se trataron las muestras durante 5 min a 4°C con soluciones sucesivas

de etanol al 509, 75%, 90%, 95% y 3 veces al 100%.

Las muestras deshidratadas se infiltraron con Epon 812, una resina
epoxialifitica de naturaleza hidrofébica de una relativa baja viscosidad a temperatura
ambiente, que una vez polimeriza a una temperatura de 60 °C, se convierte en un
medio de inclusion 1doneo para obtener secciones de grosor nanométrico para la
observacién de muestras mediante miscroscopia electronica de transmision (MET).
Para su preparacion, se parte de cuatro componentes incluidos en kit comercial, Epon
812 (resina), DDSA y MNA (endurecedores) v BDMA (acelerador de la
polimerizacién). Las muestras se depositaron en una mezcla de Epon y etanol 1:1 v/v
durante 1 h, y en la misma mezcla en proporciéon 2:1 v/v durante 1 h a temperatura
ambiente. Finalmente se incluyeron en bloques de Epon puro recién preparado y se
dejaron polimerizar en estufa a 60 °C durante 48 h. Una vez transcurrido ese tiempo,

las muestras se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.

5.1.2.  Obtencion y tincién de secciones semifinas y ultrafinas

Se realizaron secciones semifinas de lpm de grosor con ultramicrotomo
(Ultracut Reichert Jung) con cuchilla de vidrio para confirmar la regién de interés de
estudio de la SNpc. Estas secciones se recogieron en portaobjetos y se tifieron con
azul de toluidina 0.59% en tampoén cacodilato 0.2 M durante 1 min a temperatura
ambiente. Después se realizo un lavado con agua destilada para eliminar el exceso de
colorante y se observaron bajo microscopio Leica DMDI108 (Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemania).
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Una vez localizadas las zonas de interés, se retallaron las muestras
manualmente con ayuda de un bisturi, delimitando una region trapezoidal de 1 mm’
de drea, se colocaron en el ultramicrotomo (Ultracut, Reichert Jung) y se obtuvieron
secciones ultrafinas de 40-60 nm utilizando una cuchilla de diamante (Diatome US,
Quakertown, Pensilvania, USA). Estas secciones se colocaron en rejillas de cobre y se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo (Figura 16). Estos metales
pesados aumentan la electrodensidad en las zonas donde se depositan, aportando asi
contraste a la preparacion. El acetato de uranilo tine principalmente estructuras que
contienen dcidos nucleicos, mientras que el citrato de plomo tine estructuras
membranosas. Para ello, se preparé una disolucion de acetato de uranilo al 2% (p/v)
en agua bidestilada, se filtré con filtro de 0.22 pm y se mantuvo a 4 °C en oscuridad

hasta su uso.

El citrato de plomo se preparé disolviendo 3.52 gr de citrato de sodio y 2.66
gr de nitrato de plomo en 60 ml de agua bidestilada en agitacion suave durante 30
min, posteriormente se anadieron 16 ml de NaOH 1N vy se enrasé hasta 100 ml con
agua bidestilada, esta solucion se mantuvo en agitacion suave hasta que la solucién se
volvié completamente transparente. Todo el proceso se realizéo a temperatura

ambiente y la solucién obtenida se almacend a 4°C hasta su uso.

Las rejillas de cobre con las secciones ultrafinas fueron colocadas sobre gotas
de aproximadamente 20 ul de acetato de uranilo al 2% filtrado, con la cara mate de la
rejilla, que es donde se encontraban las secciones de las muestras en contacto con las
gotas, durante 8 min. Se lavaron con agua bidestilada dos veces de la misma forma y
se dejaron secar al aire. A continuacion, se pusieron las rejillas en contacto con gotas

de citrato de plomo durante 4 min.

Debido a que el citrato de plomo en presencia de COsreacciona formando
carbonato de plomo, el cual produce precitados en las muestras, este segundo
contraste se realizé en presencia de perlas de NaOH que se distribuyeron sobre
Parafilm®, en el que se colocaron las gotas del agente de tincién, contribuyendo de
este modo a la eliminacién del CO.ambiental. Posteriormente, se lavaron con agua

bidestilada y se dejaron secar al aire.
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Figura 16. llustracion del procedimiento de inclusion de muestras post-fijadas y deshidratadas
de SNpe en moldes para la obtencion de bloques incluidos en resina Epon 812. Una vez han
polimerizado los bloques de resina, se talla con ayuda de un bisturi la muestra, formando una pirdmide
con la regién de interés. Finalmente se obtienen cortes ultrafinos y se colocan en rejillas de cobre. Figura

de elaboracion propia realizada con Biorender.

5.1.3.  Estudio ultraestructural y analisis estadistico de imagenes

Las rejillas se observaron bajo microscopio electrénico de transmision JEOL
JEM 1011 operado a 80 kV de voltaje de aceleracion, con camara AMT XR80 con
configuracion Mid-mount. La evaluacion de los cambios ultraestructurales en el CG
de las neuronas dopaminérgicas de muestras de SNpc se realizé utilizando el software
Image], de esta forma se midieron longitud media de los dictiosomas, dilatacion de
las cisternas, distancia de los dictiosomas a la membrana nuclear y distancia entre las

cisternas.

Los datos obtenidos se convirtieron a *xls y se analizaron con SPSS version
26 (IBM: Nueva York, EE. UU.). Se aplicaron las pruebas T de Student y U de
Mann-Whitney para comparar las medias entre los datos de muestras control y EP, y
se utilizaron los valores de p para demostrar las diferencias entre los grupos, donde
p<0,05 significé una diferencia significativa entre las medias. Los grificos se

obtuvieron con Microsoft Excel.

5.2. Crio-microscopia electronica

5.2.1. Procesamiento de muestras

Se seleccionaron diez secciones coronales de encéfalo de animales distintos,

perfundidos segin se ha detallado para un estudio ultraestrucutural e



Material y Métodos

Imunocitoquimico, y se realizé la microdiseccion de las porciones de SNpe de cada
hemisferio (control y EP) con ayuda de bisturi y lupa (Motic SMZ-168, Motic, Hong-
Kong, China).

Se seccionaron bloques de 1 mm’ aproximadamente y se fijaron en una
mezcla de PFA 2% y GA 0.2% en tamp6n fosfato (PB) 0.1 M a pH 7.4 durante 2 h a
4 °C. Posteriormente, las muestras va fijadas se lavaron tres veces con PBS para
elimimar cualquier resto de fijador. Como un primer paso de bloqueo, se lavaron las
muestras tres veces con una soluciéon de glicina 0.02 M en PBS durante 5 min por
lavado. Después, las muestras se incluyeron en gelatina al 10% en tampon PB,
previamente calentada en estufa a 37 °C para mantenerla liquida. La inclusién en
gelatina se realizo colocando una gota de gelatina con la SNpc sobre dos laminas de
Parahlm® en hielo durante 30 min, de esta forma la gelatina alcanza la temperatura
de 4 °C y solidifica. Tras este periodo, con ayuda de lupa y bisturi, se seccionaron
fragmentos de 1 mm’aproximadamente y se introdujeron en una solucion de sacarosa

2.3 M durante 12 h a 4 °C para criopreservar las muestras.

Los bloques obtenidos se montaron sobre portamuestras especiales para
crioultramicrotomia, estos se lavaron varias veces con agua destilada y por dltimo con
acetona para evitar la humedad y la formacion de hielo. Los portamuestras tienen una
superficie redonda rugosa (mejora la adherencia de la muestra) donde con ayuda de
una pinza, se dispuso una pequena gota de sacarosa 2.3 M y sobre esta se coloco el
bloque de muestra. Inmediatamente después de montar, se congelo la muestra junto
con el portamuestras en criotubos en nitrogeno liquido y se almacenaron hasta que se

realizaron las criosecciones con crioultramicrotomo.

5.2.2. Crioultramicrotomia

Las muestras se cortaron en un crioultramicrotomo Leica Ultracut T/FCS a -
120 °C con cuchilla de diamante (Druker). Inicialmente se tallo cada bloque
formando un cubo y se obtuvieron secciones semifinas de 350 nm de grosor. Estos
cortes se recogieron en portaobjetos y se tifieron con azul de toluidina 0.5% en tampoén
cacodilato 2 M durante 1 min y se lavaron con agua destilada para posteriormente
localizar las zonas de interés bajo microscopio Leica DM108. Una vez localizadas las
zonas de interés, se obtuvieron cortes ultrafinos de 50 nm de grosor. Los criocortes

ultrafinos se recogieron con un asa impregnada de una mezcla 1:1 de metil-celulosa al
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2% vy sacarosa 2.3 M (siguiendo el procedimiento descrito por Liou et al., 1996),
después se depositaron en rejillas de cobre recubiertas de una pelicula de formvar
(resina polivinilica) y carbon (Carbon Coater CC7650). Esta pelicula en las rejillas
funciona como un medio de soporte para los cortes ultrafinos, ofreciendo estabilidad

a la muestra, sobre todo durante la exposicion al haz de electrones para su observacion

en MET.

5.2.3. Crioinmunocitoquimica

Las muestras se lavaron e incubaron con los reactivos correspondientes,
apoyando la superficie mate de las rejillas con las criosecciones, sobre gotas sucesivas
en Paralilm®. Se lavaron 3 veces en gotas de glicina 0.02M en PBS durante 5 min.
Después, se realizé un lavado con BSA 0.1% en PBS durante 5 min para bloquear las
uniones nespecificas del anticuerpo. Posteriormente las rejillas se incubaron con el
anticuerpo primario (Anexo I) diluido en tampon BSA acetilada 0.19% y glicina 0.02
M en PBS durante 30 min. Tras esta incubacion, se lavaron 3 veces durante 5 min en

PBS y se realizo otro lavado en BSA 0.19% en PBS durante 5 min.

Si los anticuerpos primarios eran policlonales (obtenidos de conejo), se
incubaron las muestras en proteina A-oro (10 nm) durante 20 min. Sin embargo, si
los anticuerpos primarios eran de origen monoclonal (obtenidos de ratén), debido a
que la proteina A-oro se encuentra conjugada con anticuerpo anti-conejo, se
mcubaron las muestras con anticuerpos secundarios de conejo anti-raton durante 30
min, repitiéndose después en este caso los lavados con PBS y BSA 0.19% en PBS.
Posteriormente se realizo la incubacion con la proteina A-oro durante 20 min. En
cualquiera de los dos casos, tras finalizar la incubacion con la proteina A-oro, las
muestras se lavaron 4 veces durante 5 min en PBS, se fjjaron con GA 19% durante 5

min y se lavaron con agua destilada 5 veces durante 5 min.

Las rejillas con las criosecciones fueron contrastadas con acetato de uranilo al
4% en agua bidestilada a pH 7 filtrado durante 5 min, realizando un lavado rdpido con
agua destilada y posteriormente, se protegieron con un lavado de 5 min en una mezcla
1:9 de acetato de uranilo al 4% y metil-celulosa a 4 °C (siguiendo el procedimiento
descrito por Martinez-Menarguez et al., 1999) Finalmente, las rejillas se recogieron,
se eliminoé el exceso de mezcla suavemente con papel Whatman® y se dejaron secar

15 min.
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V. Resultados

Capitulo 1: Analisis morfologico y molecular de la sustancia negra pars

compacla

1.1. Evaluacion del efecto inducido por la neurotoxina 6-hidroxidopamina

El principal sello histopatologico de la EP es la degeneracion progresiva de
neuronas dopaminérgicas en la SNpc. Las neuronas dopaminérgicas de los roedores,
a diferencia de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en el humano, no acumulan
neuromelanina (Carballo-Carbajal et al., 2019), como producto intracelular de la
oxidacion de catecolaminas, lo que no permite identificar ficilmente este tipo de
neuronas. Por ello, para valorar los efectos de la lesion dopaminérgica generada en
uno de los dos hemisferios cerebrales por la inyeccion estereotixica de 6-OHDA en
la SNpc de nuestro modelo animal, se 1dentificaron las neuronas dopaminérgicas
mediante el inmunomarcaje con la enzima TH. La eleccion del inmunomarcaje de la
TH para la deteccion de neuronas dopaminérgicas en lugar de la dopamina, se debe
a que esta enzima es exclusiva de este tipo de neuronas, de esta forma se detectan

Unicamente neuronas que contienen dopamina endégena y no como consecuencia de

la endocitosis (Rausch et al., 2022; Tedjakumala et al., 2017).

La observacion de las secciones histologicas de SNpc mediante microscopia
de fluorescencia (apartado 3 de Material y Métodos), revel6 una menor
mmunoreactividad para TH en el hemisferio lesionado con 6-OHDA (Figura 17 a,
b). El andlisis cuantitativo del mimero de neuronas dopaminérgicas inmunomarcadas
en la SNpc, confirmoé una reduccién estadisticamente significativa del 39% en el
numero de neuronas del hemisferio lesionado (EP) con respecto al hemisferio control
(p<0.05) (Figura 17 ¢). Dentro de este analisis cuantitativo de la lesion dopaminérgica
producida por la microinyeccion unilateral de 6-OHDA, se realizé una comparativa
de género para estudiar posibles diferencias entre las muestras de SNpc de animales
machos y hembras. Inicialmente, no se detectaron diferencias en el analisis cualitativo
de la tincién de neuronas dopaminérgicas inmunomarcadas por TH entre los grupos

de animales.

Ademas, el andlisis cuantitativo del nimero de neuronas dopaminérgicas

mmunomarcadas con TH, revel6 que este valor se veia disminuido en un 35% en las
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muestras de SNpc de animales machos, del modelo inducido por 6-OHDA con
respecto a las muestras control, mientras que en las muestras de SNpc de las hembras,
la disminucion detectada fue de un 43%. Posteriormente, el andlisis estadistico
mediante comparacién de medias por la prueba U de Mann-Whitney, no reveld
diferencias estadisticamente significativas en la lesion dopaminérgica entre géneros

(p>0.05).
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Figura 17. Imagenes representativas de la distribucion de las neuronas dopaminérgicas en la SNpe del
hemisferio control y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP) por inmunofluorescencia de la proteina TH
(rojo). Los nucleos celulares estin marcados con DAPI (azul). Se aprecia la disminucion en el nimero de neuronas TH
positivas del hemisferio EP (b) con respecto al hemisferio control (a). El andlisis cuantitativo de la mtensidad de
fluorescencia total por Image] (c) confirma una reduccién en el nimero de neuronas dopaminérgicas en el hemisferio

EP con respecto al control. Barra 50 um.
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1.2, Reactividad astrocitaria en la sustancia negra pars compacta

La reactividad astrocitaria es considerada como un indicador de disfuncién
neuronal y neurodegeneracion (Munoz-Ballester y Robel, 2023). Esta proliferacion
de células astrocitarias tiene como resultado un proceso de neuroinflamacion, siendo
esta, una herramienta para eliminar moléculas patogénicas mediante la liberaciéon de
citoquinas y factores neurotrépicos, que a su vez pueden resultar dafinas para las
células cercanas (Walsh et al., 2011). Andlisis en cerebros post-mortem de pacientes
de EP, han revelado una presencia elevada de microglia y factores neuroinflamatorios
que indican la presencia de neuroinflamacion en la patologia (Walsh et al., 2011). En
esta parte del estudio, se analizo la activacion de células ghales, mediante el
mmunomarcaje de la proteina gliofibrilar dcida (GFAP). Esta proteina estd presente
en los filamentos mtermedios de células gliales como los astrocitos, y su
sobreexpresion estd vinculada a alteraciones en el sistema nervioso, indicando una

activacion de las células gliales (Munoz-Ballester y Robel, 2023).

A diferencia del resultado observado en el numero de neuronas
dopaminérgicas, el andlisis de la distribucion de la GFAP en secciones de SNpc
mediante microscopia confocal, indic6 un aumento del inmunomarcaje de células
GFAP positivas en el hemisferio EP con respecto al hemisferio control (Figura 18 a,b).
Mientras que la intensidad de fluorescencia de células gliales parecia ser escasa en el
hemisferio control, en el hemisferio inyectado con la neurotoxina 6-OHDA, se
observaron un mayor numero de cuerpos celulares y prolongaciones
mmunomarcadas préximos a las neuronas dopaminérgicas supervivientes. Esta
observacion cualitativa se confirmoé mediante el andlisis cuantitativo de la expresion de
fluorescencia total correspondiente al inmunomarcaje de la proteina GFAP,
confirmindose un aumento del 40% en la mmmunodeteccion de GFAP en el
hemisferio lesionado con 6-OHDA con respecto al hemisferio control (Figura 18 ¢).
Esta diferencia resulté estadisticamente significativa mediante la prueba de t de

Student (p<0.05).
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Figura 18. Imagenes representativas de la distribucion de células gliales de la SNpe en el hemisferio control (a) y en el
hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP) (b) detectadas por inmunofluorescencia de la proteina GFAP (rojo). El
mmunomarcaje de GFAP (rojo) indica un aumento en la tincion de células GFAP en el hemisferio lesionado (EP) con respecto al
hemuisferio control. En la esquina superior derecha se muestran las neuronas dopaminérgicas inmunomarcadas con TH (verde), los
nucleos marcados con DAPI (azul) y la proteina GFAP (rojo). El andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia total (c),

mediante analisis de imagen por Image]J, muestra un aumento estadisticamente significativo en la intensidad de fluorescencia observada

en el hemisferio EP con respecto al control. Barra 50 pm.
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1.3.  Analis

de la distribucion de la proteina a-sinucleina tras la lesion

dopaminérgica

Para 1dentificar los posibles cambios en la distribucién de la a-sinucleina, se
realizé su inmunodeteccion en neuronas dopaminérgicas de la SNpc. En el estudio
morfologico mediante microscopia confocal del hemisferio control, se observé una
distribucion difusa de la proteina en el citoplasma (Figura 19 a). Sin embargo, en la
SNpc lesionada (EP), el inmunomarcaje de la proteina a-sinucleina cambié a un
marcaje puntiforme claro y homogéneo, con numerosos puntos bien definidos de
fluorescencia, distribuidos por el citoplasma celular, evidenciindose un cambio de
organizacién de la a-sinucleina (Figura 19 b). Por otra parte, no se identificaron
cuerpos de Lewy en ningan caso, de acuerdo con lo descrito en estudios previos en
un modelo similar de EP (Blesa y Przedborski, 20145 Tieu, 2011; Vercammen et al.,
2006). Si bien no se identificaron cuerpos de Lewy, este cambio observado en la
distribucion de la fluorescencia podria deberse a la creacion de formas oligoméricas y
prefibrilares de a-sinucleina, agregados iiciales solubles que se transforman en
parcialmente insolubles, en las neuronas dopaminérgicas supervivientes de la
myeccion de 6-OHDA, cuya presencia también se ha detectado en este modelo (Hadi

etal., 2021).

Posteriormente, se analiz6 la intensidad de fluorescencia total del
mmunomarcaje de la a-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc de
ambos hemisferios. Los resultados obtenidos en el andlisis cuantitativo de la
mtensidad de fluorescencia no revelaron diferencias estadisticamente significativas
entre los hemisferios control y lesionado. No obstante, si se observé una tendencia a
la disminucion en la intensidad de fluorescencia media en el hemisferio lesionado,
siendo un 14% menor con respecto al hemisferio control (Figura 19 ¢), pudiendo

deberse al cambio de distribucién observado de la a-sinucleina.

Este andlisis cuantitaivo de la intensidad de fluorescencia apoya la
observacion cualitativa de que el cambio en el patron de fluorescencia observado para
la proteina o-sinucleina en el hemisferio lesionado de nuestro modelo de rata
hemiparkinsoniana debe ser causado por un cambio de organizacion de la proteina
en las neuronas dopaminérgicas supervivientes en la SNpc, y no por un aumento en

el nivel de expresion de la proteina.

103



Resultados

Control

120 - E Control
mEP

a
—

100 o

L relatiy

0
o

e

@
o

de a -syn

N
o

fluorescenci

N
o

Figura 19. Imagenes representativas de la distribucion de la proteina a-sinucleina (o-syn) (verde) en neuronas
dopaminérgicas de la SNpc del hemisferio control y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP) por
inmunofluorescencia. Las neuronas dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (rojo) y los nicleos marcados con DAPI
(azul). En el hemisferio control (a), la a-sinucleina (verde) muestra un patréon difuso con escaso punteado en el citoplasma a diferencia
del hemisterio EP (b) donde el patron de marcaje se concentra y se vuelve puntiforme, indicando un posible cambio en la
organizaciéon de la proteina. No se detectan cuerpos de Lewy. El andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia en imigenes
de ambos hemisferios cerebrales (¢) no muestra diferencias estadisticamente significativas entre el hemisferio control y el hemisferio

lesionado. Barra 10 pm.
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1.4. Iragmentacion del complejo de Golgi en las neuronas dopaminérgicas

Con la finalidad de realizar un andlisis morfologico de los posibles cambios
en la citoarquitectura del CG, en las neuronas dopaminérgicas de las secciones de
SNpc tras la lesion dopaminérgica, realizamos un estudio mediante
mmunofluorescencia con doble marcaje, utilizando un anticuerpo frente a la golgina
GM130, para identificar el CG, y un segundo anticuerpo frente a la proteina TH, para
identificar las neuronas dopaminérgicas. La GM130 fue la primera proteina
estructural de la matriz del Golgl descrita en la region cis-Golgl, v es uno de los
marcadores mas habituales en el estudio de la estructura del CG (Van Bommel et al.,
2023). La funcion principal de la GM130 es el mantenimiento de la citoarquitectura
del CG vy la fusiéon de membranas y vesiculas de transporte entre el RE-CG, a través
de la formacion complejos con otras proteinas estructurales y de mantenimiento como
GRASP6)S, pl1) y giantin, ademas de la interaccion con proteinas reguladoras del

trafico intracelular como la GTP-asa Rabla (Huang et al., 2021).

El andlisis morfologico de la estructura del CG en neuronas dopaminérgicas
del hemisferio control, mostro la estructura caracteristica del CG en este tipo celular,
consistiendo en una conformacion cercana al micleo con una forma semilunar y mas
extendida o ramificada que en otros tipos celulares (Figura 20 a). Sin embargo, en el
hemisferio lesionado con la neurotoxina 6-OHDA, la citoarquitectura del CG de las
neuronas dopaminérgicas se mostraba alterada, observindose un patréon
desestructurado del organulo y disperso por el citoplasma celular (Figura 20 b),

mdicando una posible fragmentaciéon del CG en estas neuronas.

Para confirmar este resultado, se realizo una reconstruccion 3D del CG de las
mmdgenes tomadas mediante microscopia confocal (Figura 21 a, b), lo que permitié un
analisis mas detallado de su estructura. En este analisis, se estudio la estructura del CG
en distintos planos, observindose en neuronas del hemisferio control, numerosas
uniones entre las cisternas del CG (Figura 21 a). Mientras que en las neuronas
dopaminérgicas del hemisferio lesionado con 6-OHDA, se distinguian pequerios
dictiosomas desconectados en el citoplasma (Figura 21 b), confirmindose de esta
forma, la fragmentaciéon del CG en estas neuronas (material complementario en

Anexo III: videos 1 y 2 ilustrativos de la reconstruccion 3D del CG).
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Figura 20. Imagen representativa de la citoarquitectura del CG, inmunomarcado con la proteina GM130
(verde), de las neuronas dopaminérgicas de la SNpe. Las neuronas dopaminérgicas estin inmunomarcadas con
TH (rojo) y los nucleos marcados con DAPI (azul). El CG presenta una organizaciéon perinuclear, compacta y
ramificada en neuronas dopaminérgicas del hemisferio control (a), mientras que en el hemisferio EP (b), se observa

el CG perinuclear, aunque mas disperso, ocupando una mayor drea del citoplasma. Barra 10 pm.
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Control

Figura 21. Imagenes representativas de la reconstruccion 3D del CG, realizada con el software Imaris, de las

neuronas dopaminérgicas de la SNpe del hemisferio control y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP),
inmunomarcado con GM130 (verde). Los ntcleos estin marcados con DAPI (azul), La reconstruccion 3D de la
citoarquitectura del CG de las neuronas del hemisferio control (a) confirma la organizacion perinuclear y compacta del CG a
diferencia del CG de las neuronas dopaminérgicas en el hemisterio EP (b) que muestran la dispersion de las cisternas del CG.

Barra 10 pm. 107
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La cuantificacion del porcentaje de neuronas dopaminérgicas con el CG
fragmentado confirmé que el 709% de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en el
hemisferio tratado con la neurotoxina 6-OHDA presentaba el CG fragmentado, a
diferencia de solo un 15% en las neuronas dopaminérgicas del hemisferio control.

Este resultado fue estadisticamente significativo (t de Student, p<0.05).

Para reflejar de forma cuantitativa el resultado de este estudio morfologico, se
realizé un analisis de imagen de la distribucion de fluorescencia (Figura 22 a-e), con
el que se estudio6 la dispersion de la senal de fluorescencia resultante del patron de
mmunofluorescencia de la proteina GM130. Para ello, se delimitaron 5 zonas
concéntricas alrededor del nicleo de cada neurona (Figura 22 ¢, d), clasificindose
segun su lejania al ndcleo del 1 (mds cercana) al 5 (mas alejada), y se analizo la
mtensidad de fluorescencia en cada una de ellas (Figura 22¢). El andlisis mostré que
en el hemisferio control (Figura 22 ¢), la localizaciéon de la proteina GM130 disminuia
en dreas mas lejanas al nicleo debido a la citoarquitectura y conformacién perinuclear
y compacta del CG, mientras que en neuronas dopaminérgicas del hemisferio EP
(Figura 22 d), el patron de fluorescencia del CG se distribuia homogéneamente en
todas las dreas, confirmando la distribucién fragmentada y la dispersion de este

organulo en el citoplasma como consecuencia de su desestructuracion.

Finalmente, se compararon las medias de las intensidades relativas mediante
la prueba de t de Student, y se confirmaron diferencias estadisticamente significativas
entre la localizacion de la fluorescencia en las zonas mas alejadas al niicleo (3-5) de las

neuronas dopaminérgicas del hemisferio control y del hemisferio lesionado.
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Figura 22. Estudio cuantitativo de la citoarquitectura del CG mediante analisis de
imagen con Imagel. (a, b) Representacion grafica de la distribucion de fluorescencia en una
célula individual en el ¢je XYZ. En las neuronas del hemisterio control, se observa una
distribuciéon de la GM130 (verde) muy proxima al nicleo (DAPI) (a). En neuronas del
hemisferio EP, la senal de fluorescencia se dispersa en el citoplasma (b). (¢, d) Imagen
representativa del diseio de anillos concéntricos para el andlisis de la distribucion de
fluorescencia en dos células ejemplo. (e) El anilisis de la intensidad de fluorescencia en el
area de cada anillo, revela diferencias estadisticamente significativas en las dreas mas lejanas
al nucleo entre neuronas dopaminérgicas del hemisferio control y las neuronas
dopaminérgicas del hemisferio tratado (3-5), indicando que en las neuronas dopaminérgicas
del hemisferio lesionado existe una dispersion de la fluorescencia en el citoplasma. Los
valores en el histograma se representan como valores arbitrarios de mtensidad de

fluorescencia, obtenidos mediante Image]J. Barra 5 um.
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1.5. Analisis de la distribucion de proteinas involucradas en la

citoarquitectura del complejo de Golgiy en el trafico intracelular de membranas

Tras observar los cambios descritos en la citoarquitectura del CG de las
neuronas dopaminérgicas en el modelo experimental de la EP, nos planteamos
realizar un andlisis de la distribuciéon de proteinas esenciales en el mantenimiento de
su estructura y en el trifico intracelular de membranas. La eleccion de proteinas
mvolucradas en la regulacion del transporte intracelular para analizar en este estudio
se realizo en base a los resultados obtenidos en estudios anteriores de nuestro grupo,
utilizando un modelo celular de la EP y muestras humana de SN, dénde describimos
alteraciones en proteinas vinculadas directamente a la fragmentaciéon del CG

observada (Rendén et al., 2013; Tomas et al., 2021).

De las proteinas analizadas, fueron especialmente relevantes los resultados

obtenidos de la inmunodeteccion de SNARE sintaxina-5 y la GTP-asa Rabla.

1.5.1. Sintaxina-5

La sintaxina-5 es una proteina SNARE implicada en el transporte y unién de
vesiculas COPII del RE al ERGIC y en el transporte intra-Golgi de vesiculas COPI,
formando complejos con otras SNARE como GosR1, GosR2, Betl y Sec22b y con el
complejo pl115-GM130 (Linders et al., 2019). En mamiferos, tanto la sobreexpresion
como la deplecién de sintaxina-5 se ha vinculado con la fragmentacion del CG,
defectos en el trafico lisosomal, la glicosilacion y la autofagia (D’Souza et al., 20283;
Linders et al., 2019) . Esta SNARE también se ha vinculado con la EP en estudios
previos en los que se ha demostrado la union de la o-sinucleina con el complejo
sintaxina-5>-GosR2, produciendo la interrupcién del transporte RE-CG (Thayanidhi et

al., 2010).

Tras el mmunomarcaje de la proteina sintaxina-5 de la familia de las SNARES,
se observdo una tincién intensa y difusa en el citoplasma de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc del hemisferio control, asi como en la SNpc del
hemisferio lesionado, aunque en este caso, las células mostraban una clara
disminucién en la intensidad de la inmunofluorescencia en comparacién con las

células del hemisferio control (Figura 23 a-f).
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Este resultado se confirmé con un analisis cuantitativo de la intensidad de
fluorescencia, que mostré una reduccion estadisticamente significativa (U de Mann-
Whitney, p<0.05), del 46% en el inmunomarcaje para la proteina sintaxina-5 en las
neuronas dopaminérgicas del hemisferio lesionado respecto a las del hemisferio

control (Figura 23 g).

1.5.2. Rabla GTPasa

La Rabl es una proteina de la familia de las Rab GTPasas que posee dos
1soformas, la Rabla y la Rablb. Ambas isoformas se encuentran en todos los tejidos,
y se localiza anclada a la membrana del ERGIC y de la cara cis-Golgi, actuando en la
primera etapa de la via secretora, mediando el transporte de vesiculas COPII entre el
RE-CG. La Rabl presente en las vesiculas COPII se une a la golgina p115 en la cara
cis-Golgl, este complejo Rabl-pl15 a su vez interacta con el complejo formado por
GRASP65 y GM130 favoreciendo la unién de las vesiculas del ERGIC al CG (Beard
et al., 2005; Martinez-Menarguez et al., 2021).

Tras el inmunomarcaje de la Rabla en las neuronas dopaminérgicas TH
positivas del hemisferio control, se observd una tinciéon citosolica de muy poca
mtensidad de fluorescencia (Figura 24 a-c). Sin embargo, en el hemisferio tratado, se
observaron pequenos agregados distribuidos por la region perinuclear del citoplasma,
en las neuronas TH positivas (Figura 24 d-). El andlisis cuantitativo de la intensidad
de fluorescencia para Rabla, revel6 un aumento del 35% en la intensidad media de
fluorescencia en las neuronas TH positivas del hemisferio lesionado con respecto al
hemisferio control. Esta diferencia de medias resulto estadisticamente significativa

(p<0.05) entre hemisferios mediante la prueba de U de Mann-Whitney (Figura 24 g).
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Figura 23. Imagenes representativas de la inmunofluorescencia de la proteina sintaxina-5 (sin-3) (verde) en neuronas

)y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP) (d-f). Las neuronas

dopaminérgicas de la SNpe del hemisferio control (a-c)
dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (rojo) vy los nicleos marcados con DAPI (azul). El immunomarcaje de la sintaxina-5
muestra una reduccion en la intensidad del marcaje en neuronas del hemisferio lesionado (EP). (g) El analisis cuantitativo de la intensidad
de fluorescencia, mediante analisis de 1magen por Image], confirma una disminucién estadisticamente significativa con respecto al

hemisferio control (valor arbitrario del 1009%). Los valores representan el porcentaje (£ Error estindar de la media). Barra 10 pum.
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Figura 24. Imagenes representativas de la inmunofluorescecia de Rabla (rojo) en neuronas dopaminérgicas de la SNpe del

hemisferio control (a-¢) y del hemisferio lesionado con 6-OHDA (EP) (d-f). Las neuronas dopaminérgicas estin inmunomarcadas

con TH (verde) y los nucleos marcados con DAPI (azul). El inmunomarcaje de Rabla muestra un aumento de mtensidad de

fluorescencia en neuronas TH positivas del hemisterio tratado. (g) El andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia por Image]

confirma un aumento estadisticamente significativo de la intensidad de fluorescencia de las células dopaminérgicas en el hemisferio

lesionado por 6-OHDA (EP) con respecto al hemisferio control (valor arbitrario del 1009). Los valores representan el porcentaje (+

Error estiandar de la media). Barra 10 pum.
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1.5.3. Rab2a GTPasa, B-COP y GRASPG65

Rab2a

La Rab2 es una GTPasa cuya estructura se encuentra altamente conservada y
se localiza principalmente anclada al CG donde interacciona con la GM130 (Ding et
al., 2019). Las funciones de la Rab2 se relacionan con el ensamblaje y maduracion de
precursores presinapticos en el TNG vy la regulacion de la autofagia (Ding et al., 2019;
Gotz et al., 2021). La autofagia, es un proceso que disminuye progresivamente con la
edad debido a la regulacion genética, contribuyendo a la pérdida de funcionalidad y
viabilidad celular. Este hecho, es especialmente relevante en células postmitéticas
como las neuronas, contribuyendo al desarrollo de las enfermedades

neurodegenerativas.

El andlisis mediante mmmunofluorescencia de la Rab2a en neuronas
dopaminérgicas de la SNpc mostré un marcaje citosolico, leve y difuso. No se
apreciaron diferencias de distribucién o intensidad del immunomarcaje entre

hemisferios control y el hemisferio lesionado (IEP) en nuestro estudio (Figura 25 a, b).

B-COP

La proteina B-COP es una subunidad fundamental del complejo que forma
el COPL El COPI, es un complejo de siete unidades subproteicas (a, 3, B, v, 8, € v
), cuya funcién principal es mediar el transporte retrogrado de vesiculas del cis-Golgi
al RE (Viotti, 2016). Ademas, se ha descrito que este complejo actiia en el trafico
anterogrado y retrogrado de vesiculas en el intra-Golgl y en el TGN, ejerciendo un
papel fundamental en la regulacion del triafico intracelular (Xie et al., 2023). En
concreto, la subunidad B-COP, se ha vinculado a la regulacion de canales 16nicos de
potasio TWINK/TREKI1 y TREKZ2 en astrocitos (Kim et al., 2022; Kim et al., 2023),
y el transporte entre los endosomas y el TGN en levaduras (Xie et al., 2023). Para el
estudio de la B-COP, se realiz6 una inmunodeteccion de la proteina en neuronas

dopaminérgicas de la SNpc, tanto en hemisferio control como en el hemisferio

lesionado por 6-OHDA.
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El inmunomarcaje de la B-COP en estas neuronas, mostré un patrén
citosolico de distribucion, sin observandose cambios de distribucion ni de intensidad
del marcaje por inmunofluorescencia de la proteina entre las neuronas

dopaminérgicas de ambos hemisferios (Figura 25 ¢, d).

GRASP6S

Posteriormente, se analizé la distribucion de la GRASP65. Como se ha
mencionado anteriormente, la GRASP6) es una proteina anclada en la cara cis-Golg,
que estd implicada en el ensamblaje y apilamiento de cisternas del CG, cuya funcion
reside en permitir la umon lateral de las cisternas del CG. Esta proteina estd
estrechamente relacionada con GM130, con la que forma un complejo en el cis-Golgi,
actuando como proteina de soporte en la estructura del CG. La degradacion o pérdida
de funcién de la GRASP65 se ha vinculado con la deplecion de GM130 de las
membranas del CG y con la fragmentaciéon del CG o desestructuracion de las
membranas (Burd, 2021; Zhang y Seemann, 2021). Es por ello por lo que la integridad

de la estructura del CG esta estrechamente vinculada a la presencia de las proteinas

GRASP (Burd, 2021).

El inmunomarcaje de la proteina GRASP65 en neuronas dopaminérgicas de
la SNpc en el hemisferio control, mostré6 un patréon punteado caracteristico de
distribuciéon citoplasmatica con zonas de incremento de intensidad en regiones
perinucleares, correspondiendo con la localizacion en el CG (Figura 25 e). En el
hemisferio lesionado con 6-OHDA, se detecté un cambio de distribuciéon en la
proteina GRASP65. En este caso, el incremento del patron punteado perinuclear
desaparece, observandose una distribucién homogénea en el citoplasma (Figura 25 1),
correspondiéndose con el mismo patron observado en el estudio de la proteina
GM130. La GRASP6) es una proteina en estrecha union con GM130 en el CG, por
lo que la fragmentacion y dispersion del CG en el citoplasma explicaria el cambio de

distribucion observado en la GRASP65 en el hemisferio lesionado con 6-OHDA.

El andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia en las imigenes de
GRASP65 (Figura 9 g) no revelo diferencias estadisticamente significativas entre las
imagenes del hemisferio control y el hemisferio imyectado con 6-OHDA, s1 bien si se
detectdé un ligero descenso en la intensidad de fluorescencia en el hemisferio

lesionado.
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Esta diferencia puede ser debida a la dispersién citoplasmatica de la
GRASP65 y a la menor proporciéon de zonas perinucleares con mayor senal de

fluorescencia, con respecto al hemisferio control.

1.5.4. B-tubulina 111, actina y neurofilamentos

La estructura del CG también estd intimamente ligada al citoesqueleto. En
este contexto, los microtibulos, filamentos de actina y los filamentos intermedios
como los neurofilamentos, son esenciales para el mantenimiento de la estructura del

CG vy tienen una actividad dindmica ante eventos de senalizaciéon celular.

Los microtiibulos se encuentran nucleados en la cara cis-Golgi y se estabilizan
con interacciones con los microttibulos del TGN, contribuyendo en la posicion y en
la umon de las membranas del CG. Mientras que los filamentos de actina tienen un
papel en la definiciéon de la arquitectura del complejo (Kulkarni-Gosavi et al., 2019).
Finalmente, los neurofilamentos son filamentos intermedios exclusivos de neuronas,
cuya principal funcién es el crecimiento axonal (D1 Giaimo et al., 2020). Estos a su
vez se componen de subunidades heteropoliméricas que se pueden dividir en
neurofilamento ligero, neurofilamento medio y neurofilamento pesado (NF-H). El
ensamblaje  erréneo  de  estas  subunmidades podria  provocar actmulos
mtracitoplasmaticos y se ha vinculado con enfermedades neurodegenerarivas como la
esclerosis lateral amiotrofica (ELA), la enfermedad de Alzheimer o la EP (Speranza

etal., 2021).

Los microtibulos estin conformados por dimeros de subunidades de oy -
tubulinas (Suzuki et al., 2014). En los modelos animales de la EP inducidos por MPTP
y rotenona, se ha descrito una depleciéon en el ensamblaje de los microtibulos en
neuronas dopaminérgicas, las cuales serian mas susceptibles a esta alteracion que otros
tipos neuronales (Cartelli y Cappelletti, 2017). Ademds, también se ha observado que
la B-tubulina III se puede unir a la a-sinucleina, favoreciendo la formacién de
complejos proteicos mnsolubles en las neuronas (Suzuki et al., 2014). Este tipo de
alteraciones podrian provocar un desequilibrio en el transporte intracelular e incluso
la desorganizacion del CG, siendo una de las posibles causas de la fragmentacion del

CG.
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En nuestro estudio, para el anilisis morfologico de los microtabulos se
selecciond la B-tubulina IIT como proteina de estudio, debido su presencia exclusiva
en neuronas y no en otros tipos celulares. Tras el inmunomarcaje de la p-tubulina 111,
se observo una distribucion citosélica y fibrilar, similar a la observada en el
mmunomarcaje de la actina, en las neuronas dopaminérgicas del hemisferio control.
Este mismo resultado se observo en las neuronas dopaminérgicas supervivientes del
hemisferio lesionado. Este resultado se confirmé tras cuantificar la intensidad de
fluorescencia en ambos hemisferios, que resulté similar, sin encontrarse diferencias
estadisticamente significativas entre ambos, por lo que los resultados de nuestro

estudio no muestran cambios en la distribucion de la B-tubulina III (Figura 26 a, b).

Seguidamente, para analizar la distribucion de los filamentos de actina en
neuronas dopaminérgicas de la SNpc, se realizo una inmunofluorescencia de la actina,
revelando una distribucién citosélica y en algunos casos fibrilar en las células de ambos
hemuisferios cerebrales (Figura 26 ¢, d). De igual manera, se estudio la distribucion y
organizacioén de los neurofilamentos, mediante el inmunomarcaje del NF-H (Figura
26 e, ). Aligual que en las anteriores proteinas del citoesqueleto analizadas, el marcaje
mediante inmunofluorescencia del NF-H mostré un patrén fibrilar en todo el tejido
de la SNpc, sin observarse diferencias significativas entre ambos hemisferios

cerebrales.
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Figura 25. Imagen representativa de la inmunofluorescencia de Rab2a (a, b), B-COP (¢, d)y
GRASPG5 (e, f) en neuronas dopaminérgicas de la SNpe. Los nicleos estan marcados con DAPI
(azul). (a, b) Tras el iInmunomarcaje de Rab2a (rojo), se observa una distribucion citosolica difusa en
neuronas dopaminérgicas de la SNpc, sin diferencias entre el hemisferio control y el hemuisferio lesionado.
(¢, d) En el inmunomarcaje de B-COP (verde) en neuronas dopaminérgicas de la SNpc, se distingue un
marcaje citosélico punteado, sin evidencias de un cambio en el patrén de distribucion o en la intensidad
del inmunomarcaje de la proteina. (e, f) En el hemisferio control, la GRASP65 (verde)(e) muestra un
patron citoplasmatico con mayor presencia en zonas perinucleares correspondiendo con la localizacion
del CG, mientras que en el hemisferio EP (f), esta distribucion se altera, observindose una distribucion
homogénea y punteada en el citoplasma. Fl andlisis cuantitativo con Image] (g), no muestra diferencias

estadisticamente significativas en la intensidad de fluorescencia total entre ambos hemisferios Barra 10 um.
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Figura 26. Imagenes representativas de la distribucion de proteinas marcadoras del
citoesqueleto en neuronas dopaminérgicas de la SNpe del hemisferio control (a, ¢, ¢) y del
hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP) (b, d, f), mediante inmunofluorescencia. El
mmunomarcaje de la B-tubulina III (verde) (a, b), la actina (verde) (c, d) y el NF-H (verde) (e, 1), no
revela diferencias entre ambos hemisferios mediante analisis de imagen por Image]. Las neuronas
dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (rojo) y los ntcleos marcados con DAPI (azul).

Barras 50 (a, b),10 (¢, d) y 50 (e, f) um.
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1.6. Estudio ultraestructural en las neuronas dopaminérgicas

1.6.1.  Analis

s de la citoarquitectura del complejo de Golgi

Tras el estudio morfologico y cuantitativo de la distribucion de proteinas
mvolucradas en el mantenimiento de la citoarquitectura del CG y el andlisis de
alteraciones observadas en la distribucion y expresion, de proteinas implicadas en el
trafico de membranas, analizamos la citoarquitectura del CG a nivel ultraestructural
utihizando para ello, microscopia electrénica de transmision (detallado en material y

métodos, apartado 5).

A nivel ultraestructural, los dictiosomas del CG de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc del hemisferio control, mostraron una morfologia
caracteristica, con cisternas apiladas y compactas en una posicion yuxtanuclear (Figura
27 a). En el hemisferio tratado con 6-OHDA, a diferencia de los dictiosomas
observados en las células controles, el CG de las neuronas estudiadas presentaba
grupos de cisternas de menor tamano, formando lo que se denominan
minidictiosomas (“ministacks”), perdiendo su posiciéon perinuclear y localizindose de
forma mds dispersa en el citoplasma, ocupando asi una mayor drea de distribucion

(Figura 27 b).

Estas alteraciones morfologicas se confirmaron cuantitativamente mediante
analisis de imagen, evaluando diferentes parametros, como la longitud media de las
cisternas de los dictiosomas de cada CG, la distancia media desde la membrana
nuclear a la cara cis-Golgl de cada CG y la separaciéon media entre cisternas por
dictiosoma (Figura 27 ¢, d, figura 28). Los resultados obtenidos, mostraron que la
longitud media de los dictiosomas de los CG, en las neuronas del hemisferio tratado,
se reduyjo de forma estadisticamente significativa (t de Student, p<0.05), en un 50%
(Figura 28 a) con respecto a los controles, mientras que la distancia al niicleo aumento
un 319% (Figura 28 b). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la distancia entre las cisternas de los diferentes grupos de dictiosomas (Figura 28 c).
Estos resultados confirman que los cambios de morfologia del CG en neuronas
dopaminérgicas de la SNpc observados por microscopia éptica, representan una
fragmentacion y dispersion del organulo en forma de lo que se conoce como

ministacks del CG tras el tratamiento con 6-OHDA.
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Figura 27. Imagenes representativas del CG, realizadas por microscopia electréonica de transmision, de
neuronas de la SNpe del hemisferio control (a) y del hemisferio lesionado con 6-OHDA (EP)(b). El CG de las
neuronas del hemisferio control (a) aparece proximo al ntcleo y muestra una citoarquitectura compacta, mientras que en
el hemisferio EP (b) aparece en forma de “ministacks” dispersos por el citoplasma. CG: complejo de Golgi. N: ntcleo.

Barra 1 um. 0.5 pm.
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Figura 28. Analisis de imagen de la citoarquitectura del CG mediante cuantificacion de
diferentes variables por Imagel. En las imdgenes representativas del CG, realizadas por microscopia
electrénica de transmision, de neuronas de la SNpe del hemisferio control (a) y del hemisferio lesionado
con 6-OHDA (EP)(b), se obtuvieron medidas cuantitativas de la longitud media de las cisternas (flecha
amarilla), distancia media de las primeras cisternas del CG al ntcleo (flecha morada) y distancia entre las
cisternas de los dictiosomas (flecha roja). Los histogramas muestran una representacion de las medias de
cada variable, representadas en micrémetros (um): longitud media de las cisternas (c); distancia media
del dictiosoma al nicleo (d) y distancia entre las cisternas de los dictiosomas (e). Las diferencias
estadisticamente significativas (t de Student, p<0,05) se representan con asterisco (*). Barra 1 um (a) y 0.5

um (b).

1.6.2. ldentificacion ultraestructural de cuerpos multivesiculares en las

neuronas dopaminérgicas

Debido a las alteraciones encontradas en proteinas vinculadas al transporte y
exocitosis de vesiculas citoplasmaticas, se realiz6 un andlisis morfoldgico
ultraestructural para identificar la presencia de endosomas tardios en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc. Los endosomas tardios, presentan multitud de vesiculas
en el espacio intraluminal, resultado de la mvaginaciéon de la membrana del
endosoma, por lo que también reciben el nombre de cuerpos multivesiculares (CMV)
por estar implicados en la exocitosis de exosomas y tratarse, segin los resultados de
algunos estudios, de una posible via de transmision de la proteina a-sinucleina en la

EP.
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Para llevar a cabo este estudio de identificaciéon morfolégica de CMVs por
microscopia electronica de transmision, se analizdé la SNpce de 3 animales distintos,
examinando un total de 50 imdigenes de neuronas de cada hemisferio cerebral.
Finalmente, se identificaron tnicamente CMVs en algunas neuronas de los

hemuisferios lesionados con 6-OHDA de cada animal (Figura 29).

Figura 29. Imagen representativa de endosoma tardio en neurona dopaminérgica de la SNpe.

Unicamente se identificaron endosomas tardios en neuronas dopaminérgicas de la SNpe del hemisferio
lesionado con 6-OHDA. Los endosomas tardios, presentan multitud de vesiculas en el espacio
intraluminal, resultado de la invaginacion de la membrana del endosoma, por lo que también reciben el

nombre de cuerpos multivesiculares (CMV). N: ntcleo. MI: mielina. Barra 200 nm.

1.7. Analisis morfologico de los cambios de distribucion de proteinas

marcadoras de exosomas en la sustancia negra pars compacta

Los exosomas son vesiculas extracelulares que pueden contener proteinas,
lipidos y material genético, entre otras biomoléculas, y que una vez exocitadas, pueden

transportar este material entre células, facilitando la comunicacién intercelular.

Esta comunicacion a su vez se ha postulado como una posible via de

transmision de la citopatologia de la EP en neuronas dopaminérgicas (Ishiguro et al.,
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2024). Con la finalidad de identificar y estudiar la distribucién de exosomas en la
SNpc, se analizaron las siguientes proteinas especificas de la membrana de exosomas

e involucradas en el trafico vesicular: Rab3a, CD63 y Rab27a.

1.7.1. Rab3a GTPasa

La Rab3 es una subfamilia dentro de las Rab G'TPasas que se divide en cuatro
1soformas (Rab3a, Rab3b, Rab3c y Rab3d), de las cuales, la Rab3a es casi exclusiva de
neuronas. La Rab3a regula el trifico vesicular sindptico, localizindose principalmente
en las terminaciones sindpticas, donde se produce la liberaciéon de neurotransmisores.
La a-sinucleina se encuentra especialmente abundante en este tipo de vesiculas,

dénde se ha descrito su interaccion con la Rab3a en modelos de la EP (Lv et al., 2022).

Para el estudio morfologico de la Rab3a, se inmunodetectd esta proteina en
la SNpc del hemisferio control y del hemisferio lesionado con 6-OHDA (Figura 30).
Fl inmunomarcaje de la proteina Rab3a G'TPasa, fuese similar en ambos hemisferios
cerebrales (Figura 30 a, b), observindose un patrén citosolico homogéneo, con una
mayor intensidad de fluorescencia y presencia de algunos pequeiios agregados en
disposicion perinuclear. En este contexto, la Rab3a podria estar involucrada en la
maduracion, reciclaje o trafico anterogrado de las vesiculas sindpticas desde su
biogénesis en el CG hasta los terminales presindpticos, explicindose asi el mayor
mmunomarcaje cerca del ntucleo neuronal (Handley et al., 2007). Esta localizacion
también puede estar vinculada a su interaccién con otras proteinas Rab y moléculas

reguladoras que controlan el trifico vesicular intracelular.

El andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia mostré una
disminucién en el marcaje de la proteina Rab3a en las muestras de SNpc del
hemisferio lesionado por 6-OHDA con respecto a las muestras de SNpc del
hemisferio control. Sin embargo, esta diferencia no resulto estadisticamente
significativa mediante el test estadistico de U de Mann-Whitney (p>0.05) (Figura 30
C).
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Figura 30. Imagenes representativas del inmunomarcaje de Rab3a en neuronas dopaminérgicas de la SNpe del
hemisferio control (a) y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP)(b). El inmunomarcaje de la Rab3a (rojo)(a,b) se muestra
como un patron citosolico, con un mayor inmunomarcaje en la region perinuclear, muy similar en ambos hemisferios cerebrales.
Las neuronas dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (verde) y los ntcleos marcados con DAPI (azul). (¢) El andlisis
cuantitativo de la intensidad de fluorescencia no revela diferencias estadisticamente significativas entre las muestras. (p>0.05). Barra

10 um.
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1.7.2.  Rab27a GTPasa

La Rab27 es otra subfamilia dentro de las Rab GTPasas, compuesta por dos
isoformas: Rab27a y Rab27b. Esta Rab se localiza principalmente en la membrana de
lisosomas, endosomas y exosomas. Puesto que esta subfamilia de Rab GTPasas, tiene
un papel fundamental en la exocitosis de exosomas, se ha vinculado con la transmision
de las formas oligoméricas citotoxicas de la o-sinucleina en la EP (Pattanayak et al.,

2022; Underwood, Wang, Pathak, et al., 2020)

Estudios recientes en modelos celulares y animales, han descrito que la
delecion de ambas isoformas de la Rab27 reduce los agregados de a-sinucleina y la
toxicidad celular (Underwood, Wang, Pathak, et al., 2020). Ademas, un analisis en
cerebros post-mortem de pacientes de EP y demencia con cuerpos de Lewy, ha
revelado que la Rab27b se encuentra sobreexpresada con respecto a muestras de
cerebros de pacientes sanos, indicando que estas Rab G'TPasas estarian vinculadas
con la liberacion y patogénesis de la a-sinucleina (Underwood, Wang, Carico, et al.,
2020). En nuestro estudio, la mmunodeteccion de la Rab27a en neuronas
dopaminérgicas de la SNpc de ambos hemisferios cerebrales, evidencié un marcaje
citoplasmatico leve y difuso, sin evidencias de diferencias entre el hemisferio control

y el hemisferio lesionado con 6-OHDA (Figura 31).

Control

Figura 31. Imagenes representativas del inmunomarcaje de Rab27a en neuronas dopaminérgicas de la SNpe del
hemisferio control (a) y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP)(b). El inmunomarcaje de la Rab27a (rojo) en ambos
hemisferios revela un patron citosélico leve, sin mostrar diferencias aparentes en distribuciéon o intensidad. Las neuronas

dopaminérgicas estan inmunomarcadas con TH (verde) y los niicleos marcados con DAPI (azul). Barra 10 um.
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1.7.3.  CD63

Posteriormente, debido a su vinculacion con el transporte y degradacion de
los endosomas tardios, se procedié a analizar la distribucion y la mtensidad de
fluorescencia del inmunomarcaje de la proteina CD63. La CD63 es una proteina de
la familia de las tetraspaninas, presente en la superficie de las membranas celulares,
como endosomas tardios, lisosomas y membrana plasmatica, cuya funciéon reside en
la regulacion del trafico vesicular, exocitosis, secrecion y la senalizacion y
comunicacion celular. Esta proteina, ademds se ha usado en los ultimos afios como
marcador de exosomas derivados de endosomas tardios, debido a su acumulacion en

estas vesiculas, siendo una proteina ideal para el estudio de la distribucion de estos

(Carmo et al., 2016; Han et al., 2023; Mathieu et al., 2021).

Tras el mmunomarcaje de la CD63 en neuronas dopaminérgicas de la SNpc,
se observo una distribucién punteada y citosélica de la proteina, indicando un patron
vesicular en el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas del hemisferio control
mientras que el hemisferio lesionado con 6-OHDA, este patron era mis intenso y
abundante (Figura 32 a, b). Este resultado se confirmé con un analisis cuantitativo de
la intensidad de fluorescencia, que mostré un aumento estadisticamente significativo
(U de Mann-Whitney, p<0.05), del 117% en el inmunomarcaje para CD63 en las
neuronas dopaminérgicas del hemisferio parkinsoniano respecto a las del hemisferio

control (Figura 32 ¢).

En las neuronas del hemisferio control, se observo una mayor colocalizacion
entre la TH, enzima que se encuentra principalmente en el citoplasma de las neuronas
dopaminérgicas, y la proteina CD63, presente en las membranas de vesiculas como
los endosomas tardios y exosomas. Esto suglere la identificacion de posibles areas,
tanto en el soma neuronal como en las zonas de sinapsis, involucradas en el
empaquetamiento o transporte de vesiculas sindpticas y exosomas. En contraste, en
las neuronas dopaminérgicas del hemisferio lesionado con 6-OHDA, aunque el
marcaje de la proteina CD63 es mas intenso, la colocalizaciéon con TH es menor, lo

que podria indicar un aumento en la densidad de vesiculas con diferente contenido y

localizacion, distribuidos en dreas intracelulares y/o extracelulares.

Dados los cambios observados en la intensidad de inmunofluorescencia de la

proteina CD63 y la presencia de CMVs en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
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del hemisferio lesionado, para profundizar en el anilisis de la localizacién a nivel
ultraestructural de esta proteina y poder identificar la morfologia y distribucion de
exosomas y su proceso de formacion en estas neuronas, se realizé un estudio de
mmunomarcaje a nivel ultraestructural mediante crioinmunocitoquimica por MET
(Figura 32 d). En este analisis, se observo la presencia de vesiculas inmunomarcadas
para la proteina CD63 en neuronas dopaminérgicas del hemisferio lesionado con 6-

OHDA, mientras que en el hemisferio control, no se detecté marcaje para la proteina.

A pesar de la gran limitacion del estudio, por un lado, por la alta complejidad
de la técnica y por ello la dificl localizaciéon de immunoreactividad a nivel
ultraestructural y, por otro lado, por la compleja identificacion de exosomas en el uso
de tejidos como nuestras muestras de estudio, ha sido un trabajo muy complicado y
tedioso. Por ello, la disponibilidad de imégenes con inmunoreactividad positiva como
la que se muestra (Figura 32 d), fue muy limitada. La figura 32 d es una imagen
representativa de un inmunomarcaje de la proteina CD63 en neuronas de la SNpc del

hemisferio modelo de la EP.

En la region del CG, se pueden identificar particulas de oro como puntos
oscuros, adheridas especificamente a estructuras vesiculares dispersas en el citoplasma
que tienen la presencia de la proteina CD63. Esta proteina es un marcador clave de
exosomas debido a su alta abundancia en la membrana de estas pequenas vesiculas,
que se liberan al espacio extracelular mediante la fusion de los CMVs con la
membrana plasmatica. Las estructuras membranosas inmunomarcadas pueden
representar vesiculas de transporte o estructuras en transito hacia los endosomas
tardios, los CMV o los lisosomas. Este resultado, podria representar el posible
aumento en el proceso de formacion de exosomas en las neuronas dopaminérgicas
del hemisferio modelo de EP, en comparaciéon con el hemisterio control, puesto que
no se consigui6 identificar la proteina CD63 en las muestras de SNpc del hemisferio
control. Siendo a nuestro conocimiento, el primer estudio ultraestructural que se

realiza de esta tetraspanina en un modelo experimental de la EP.
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Figura 32. Imagenes representativas de la inmunofluorescencia de CD63 en neuronas dopaminérgicas de la SNpe del

hemisferio control (a) y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP)(b). El inmunomarcaje de la CD63 (verde) se presenta
como un punteado citosélico en ambos hemisterios cerebrales, este marcaje aumenta de forma considerable en el hemisferio
lesionado (b) con respecto al hemisferio control mediante andlisis de imagen por Image] (a). En la esquina superior derecha se
muestran las neuronas dopaminérgicas inmunomarcadas con TH (rojo), los niicleos marcados con DAPI (azul) y la proteina CD63
(verde). (¢) El andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia mediante Image], revela un aumento estadisticamente
significativo del inmunomarcaje de la proteina CD63 en las neuronas dopaminérgicas de la SNpce del hemisferio lesionado con 6-

OHDA, con respecto al hemisferio control (p>0.05). Barra 10 pm.
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Figura 32d. Imagen representativa del crioinmunomarcaje de CD63 en neuronas dopaminérgicas de la SNpe

del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP). La localizacion del oro coloidal (flechas negras) muestra el
mmunomarcaje de la proteina CD63 cerca de la regién del CG en las neuronas del hemisferio lesionado, pudiendo
representar una mayor presencia de formacion de vesiculas intraluminales en neuronas del hemisferio lesionado con

respecto al hemisferio control. Barra 500 nm.
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1.8. Analisis cuantitativo de la expresion de proteinas implicadas en la

citoarquitectura del complejo de Golgi y en el trafico de membranas

Tras el andlisis morfoldgico de la citoarquitectura del CG y tras observar
cambios en la intensidad y distribucién del immunomarcaje de proteinas involucradas
en el transporte intracelular mediante inmunofluorescencia, realizamos un estudio
densitométrico para analizar los niveles de expresion de las proteinas claves en estos
procesos en la SNpce de ambos hemisferios. Para ello, se realiz6 un andlisis de la
expresion proteica inmunodetectada por la técnica de Western-blot, donde se
comparé el nivel de expresion de cada proteina total entre las muestras de SNpc del

hemisferio control y del hemisferio lesionado por la microinyeccion de la toxina 6-

OHDA.

El andlisis densitométrico de los inmunoblots de cada proteina analizada
(Figura 33 a, b), confirmé resultados similares a los obtenidos mediante la medida de
la intensidad de fluorescencia para cada proteina utilizando microscopia confocal.
Inicialmente, los datos obtenidos nos revelan que, en nuestro modelo de la EP, por
administracion estereotixica de la neurotoxina 6-OHDA, no se produce un
mcremento o alteraciéon de la expresion de la o-sinucleina en las neuronas
dopaminérgicas supervivientes (Figura 33 b), pero si se produce una redistribucion
citoplasmdtica o un cambio en la organizacion de la proteina, posiblemente vinculados
a la oligomerizacion de la o-sinucleina monomérica citosélica, en formas fibrilares

caracteristicas de la patologia de la EP.

Posteriormente, dados los resultados obtenidos en el estudio morfologico, se
cuantificaron los niveles de expresion de la proteina GTPasa Rabla y de la proteina
SNARE sintaxina-5, de las cuales se obtuvieron los resultados mas significativos. El
analisis densitométrico mostré un aumento estadisticamente significativo (p<0.05) del
209% en el nivel de expresion de la Rabla en el hemisferio tratado con respecto al
hemisferio control. Mientras que la densitometria de la proteina SNARE sintaxina-5,
mostré una reduccion de su expresion estadisticamente significativa (p<0.05) en un
15% en el hemisferio tratado con respecto al control (Figura 33 a, b). El andlisis
densitometrico de las proteinas GRASP-65 y Rab3a, no mostré diferencias

estadisticamente significativas en la expresion de estas proteinas en ambos hemisferios.
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El resto de las proteinas analizadas morfologicamente (GM130, Rab2, B-
COP, CD63, NF, actina), no se consiguieron determinar densitométricamente
mediante la técnica de Western-blot, debido a la imposibilidad de obtener una
immunodeteccion visible o cuantificable. Los anticuerpos usados para inmunodetectar
estas proteinas (ver Anexo I), fueron utilizados con éxito para esta técnica en los
estudios previos de nuestro grupo en el modelo celular y las muestras de SNpc
(Rendon et al., 2013; Tomas et al., 2021). Sin embargo, no parecieron ser adecuados
para la inmunodeteccién de estas proteinas mediante Western-blot en lisados de

SNpc de rata.

Analisis cuantitativo de la expresion proteica
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Figura 33. Representacion grafica del analisis cuantitativo de la expresion de proteinas en la SNpe del
hemisferio control y del hemisferio inyectado con 6-OHDA (EP) mediante Western-blot. Se muestran
los datos obtenidos de la cuantificacion densitométrica por Image] de las bandas correspondientes a cada una de
las proteinas (expresada en 9% + Error estindar de la media) del extracto proteico obtenido de la SNpc del
hemisferio control (gris) (valor arbitrario del 100%) en comparacién con el de la SNpc del hemisferio tratado con
6-OHDA (EP) (rojo). Los datos estadisticamente significativos se sefialan con *. (b) Imagen representativa de la
inmunodeteccion por Western-blot de las proteinas sintaxina-5 (35 kDa) y Rabla (23 kDa) utilizando la proteina

B-tubulina T (55 kDa) como control de carga.

133



Resultados

Capitulo 2: Analisis morfologico de las neuronas dopaminérgicas del

sistema nervioso entérico en el colon

2.1. Identificacion de los plexos de Auerbach y de Meissner en el colon

La segunda parte de este estudio consistié en analizar los efectos de la
myeccion de la neurotoxina 6-OHDA en las neuronas dopaminérgicas del SNE de
nuestro modelo experimental de la EP. Realizamos un estudio comparativo de las
neuronas dopaminérgicas del SNE obtenidas tanto de una porcion del colon
proximal, como neuronas procedentes del colon distal, para poder analizar posibles
diferencias causadas por la mervacion extrinseca diferenciada de ambas partes del

colon.

Como primer paso, se procedié a la identificacion del grupo de células que
configuran los plexos nerviosos que componen la inervaciéon itrinseca o SNE en este
tejido, conocidos como plexos mientérico o de Auberbach y plexo submucoso o de
Meissner. Para ello, se realizé una tincién con azul de toluidina a distintos pH entre 3
y 5.4, para diferenciar los distintos plexos nerviosos, siendo la dilucion de azul de
toluidina en tampoén acético/acetato a pH 4.5 la mds idénea para su identificacion

(Figura 34 a, b).
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Figura 34. Imagenes representativas de la identificacion de los plexos nerviosos del SNE
(a, b) por microscopia 6ptica de campo claro, mediante tincion histologica con azul de
toluidina de secciones de muestras de colon proximal. Se identifican las distintas capas del
teido: MM: capa muscular lisa de la mucosa; SM: capa submucosa; ML: capa muscular
longitudinal; MT: capa muscular transversal o circular; SE: capa serosa. Entre corchetes (naranja)
se identifican los plexos nerviosos. PMI: plexo mientérico o de Auerbach. PSM: plexo

submucoso o de Meissner. Barra 25 um.
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2.2. Evaluacion de la lesion dopaminérgica inducida por 6-hidroxidopamina

en el sistema nervioso entérico

Una vez 1dentificados y localizados los plexos nerviosos que componen la
mervacién intrinseca del SNE, evaluamos la distribucion de neuronas dopaminérgicas
en estos plexos de las muestras de colon proximal como de las muestras de colon
distal procedentes de nuestro modelo hemiparkinsoniano y muestras obtenidas de
animales control. Al igual que para el estudio realizado en la SNpc, las neuronas
dopaminérgicas del SNE se localizaron con el inmunomarcaje de la enzima TH

(Figura 35).

De acuerdo con lo descrito en otros estudios (Mitchel et al., 2022), la densidad
de neuronas totales en el plexo submucoso de Meissner fue muy inferior a la
observada en el plexo mientérico de Auerbach, representando las neuronas
dopaminérgicas (TH positivas) solo una pequena porcion de las células totales de
ambos plexos nerviosos del SNE (Natale et al., 2017). Por lo que, dada la complejidad
para su localizacion y la escasez de este tipo de neuronas, en este estudio comparativo
para el andlisis de las posibles alteraciones en neuronas dopaminérgicas del SNE de
muestras de colon proximal y distal, aunque fueron analizados ambos plexos, nos
centramos en el estudio de los plexos mientéricos de Auerbach. Por lo que finalmente,
la mayoria de las imdgenes representativas para el estudio morfoldgico de las neuronas

dopaminérgicas en el SNE han sido realizadas en los plexos mientéricos de Auerbach.

Figura 35. Imagenes representativas de la identificacion de neuronas dopaminérgicas en los plexos mientérico (a) y

submucoso (b) en muestras control de colon proximal, mediante microscopia 6ptica de fluorescencia convencional.
Las neuronas dopaminérgicas se identifican mediante imunofluorescencia de la proteina TH (rojo) v los nucleos estin

marcados con DAPI (azul). PMI: plexo mientérico o de Auerbach. PSM: plexo submucoso o de Meissner. Barra 25 ym.
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La cuantificacion del nimero de neuronas TH positivas en los plexos de
ambas porciones disminuyé drasticamente en las muestras del modelo experimental
de la EP con respecto a los controles (Figura 36). En los plexos nerviosos de muestras
de colon proximal de los anmimales tratados con 6-OHDA (Figura 36 b), la
cuantificacién del nimero de neuronas dopaminérgicas revelé una disminuciéon del
52% con respecto a los controles (Figura 36 a), mientras que en el colon distal se
observd una reduccion del 37% (Figura 36 d). Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (t de Student p<0.05) (Figura 36 e, 1), lo que indico, que
existe una alteracion en la densidad de las neuronas dopaminérgicas del SNE, tanto
del colon proximal como del colon distal, vinculada a la inyeccion unilateral de la

neurotoxina 6-OHDA en la SNpc de nuestro modelo experimental.

2.3. Analisis morfologico de la poblacion neuroglial

Al igual que en el estudio en SNpc, analizamos la activacion de células gliales
mediante el inmunomarcaje de la proteina GFAP. La tincién de la GFAP en secciones
de colon proximal y colon distal mostr6 un patrén de marcaje indicativo de la
localizaci6n de las células ghales entéricas en los plexos nerviosos analizados. Mientras
que el ndamero de células glales parecia ser mds escaso en los plexos de las muestras
control (Figura 37 a), tanto en muestras de colon proximal, como en las muestras de
colon distal, se observé una mayor tincién de células GFAP positivas en los plexos de

las muestras del modelo hemiparkinsoniano (Figura 37 b).

Esta observacion cualitativa, se verificé mediante un andlisis de 1magen
cuantitativo del marcaje de inmunofluorescencia en los plexos nerviosos del SNE, que
confirmé un aumento de la intensidad de fluorescencia en las muestras del modelo
hemiparkinsoniano. Este aumento fue del 85% en los plexos analizados de las
muestras de colon proximal y del 73% en los plexos de las muestras de colon distal
con respecto a las muestras controles (Figura 37 ¢, d). Estas diferencias en las
mtensidades medias cuantificadas fueron estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney, p<0.05) (Figura 37 e, 1), por lo que, al igual que observamos en SNpc, se
confirma que existe una reacciéon de las células gliales en los plexos nerviosos del SNE
de los animales que fueron sometidos a la inyeccion unilateral de 6-OHDA en la

SNpc, alteraciéon todavia no descrita en otros estudios utilizando este modelo.
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Figura 36. Imagenes representativas de la distribucion de neuronas dopaminérgicas en los
plexos mientéricos de colon proximal (CP) (a, b)y en los plexos mientéricos del colon distal (CD)
(¢, d) realizadas con microscopia confocal. Las neuronas dopaminérgicas estdn inmunomarcadas con
TH (rojo) y los niicleos marcados con DAPI (azul), Se puede observar una disminuciéon en el niimero
de neuronas TH positivas en muestras del modelo experimental de la EP (b, d) con respecto a las
muestras control (a, ¢) en ambas porciones del colon. (e, f) Histogramas que ilustran la cuantificacion de
neuronas dopaminérgicas del SNE de colon proximal (e) y del SNE del colon distal (f) del modelo de la
EP con respecto a los controles. Se aprecia una disminucién estadisticamente significativa del nimero de
células TH positivas de tanto en las muestras de colon proximal, como en las muestras de colon distal.
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05) mediante la prueba estadistica de t de

Student. Barra 10 um.
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Figura 37. Imagenes representativas de la distribucion de las células gliales entéricas en plexos
mientéricos del SNE por inmunofluorescencia de la proteina GFAP en muestras de colon
proximal (CP) (a, b) y colon distal (¢, d). Las imdgenes, tomadas mediante microscopia confocal,
muestran un aumento de la presencia de células GFAP positivas (rojo) en muestras de CP del modelo
experimental (EP) (b, d) con respecto a las muestras control (a, ¢). Cuantificacion de la fluorescencia del
marcaje de GFAP en el SNE de muestras de colon proximal y distal por Image]. (¢) En los plexos
nerviosos totales analizados del colon proximal, el inmunomarcjac de GFAP aumenta un 85% en

muestras del modelo EP. Barra 10 um
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2.A. Analisis morfoldgico de la distribucion de la proteina a-sinucleina

Para analizar los posibles cambios en la distribucion de la proteina o-
sinucleina y la presencia o no de cuerpos de Lewy en el SNE, se realizaron técnicas

de inmunofluorescencia.

La observacion mediante microscopia confocal de las muestras control de
colon proximal, mostré una distribucion difusa de la proteina, con patron
citoplasmadtico, en las neuronas TH positivas en los plexos nerviosos totales
analizados, similar a la encontrada en las muestras control de la SNpc. La presencia
de pequenos puntos fluorescentes mis intensos o regiones con fluorescencia mas
concentrada, en las células de este tejido, fue mas abundante y frecuente que la

observada en las muestras de SNpc.

En las muestras de colon proximal del modelo inducido por la neurotoxina
6-OHDA, el patron de la inmunodeteccién fue muy similar al observado en las
muestras control, distinguiéndose una distribucién difusa, pero con un patréon de
mayor concentracion de puntos fluorescentes en el citoplasma (Figura 38 a, b). La
mmunofluorescencia para a-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas de los plexos
nerviosos de muestras de colon distal, también mostré un patrén de fluorescencia

similar al observado en las muestras de colon proximal.

Figura 38. Imagenes de microscopia confocal representativas del estudio de distribucion de la
proteina a-sinucleina (o-syn) (verde) en las neuronas dopaminérgicas de los plexos mientéricos
de muestras de colon proximal (CP) (a, b) y muestras de colon distal (CD) (¢, d). Las neuronas
dopaminérgicas estan inmunomarcadas con TH (rojo) v los nicleos marcados con DAPI (azul). El
mmunomarcaje de la a-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas de muestras control (a, ¢) muestra un
patron de distribucion difuso y punteado en el citoplasma tanto en colon proximal (a), como en colon
distal (¢). En las muestras de colon del modelo experimental de la EP (b, d), se observa una distribucién
similar a los controles con una mayor presencia de puntos/acimulos concentrados de fluorescencia. (e,
) La cuantificacion de la fluorescencia de la proteina o-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas del
SNE mediante anilisis de imagen por Image] no revela diferencias estadisticamente significativas en

ninguno de los dos casos. Barra 10 pm.
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El patrén de distribucion de la proteina o-sinucleina en muestras control y
muestras del modelo experimental de la EP fue muy similar, pero al igual que en las
muestras de colon proximal, también se observé un mayor nimero de acimulos
citoplasmdticos con elevada intensidad de fluorescencia. (Figura 38 ¢, d). En ambas
muestras, tanto de colon proximal, como de colon distal, no se detectaron cuerpos de

Lewy en las neuronas TH positivas.

Los resultados obtenidos en el andlisis cuantitativo de la intensidad de
fluorescencia de la proteina en las neuronas dopaminérgicas de los plexos nerviosos
obtenidos de los animales control y de los animales del modelo inducido por 6-
OHDA, mostr6 una disminucion de un 21% en las muestras de colon proximal
(Figura 38 e) y present6 un aumento de 28% en las muestras de colon distal (Figura
38 1) , con respecto a las muestras control, no existiendo diferencias estadisticamente

significativas (U de Mann-Whitney, p<0.05).

Este resultado, muy similar al observado en las neuronas de la SNpc, indica
que en el modelo experimental de la EP inducido por la inyeccion de la neurotoxina
de 6-OHDA, aunque no se ha descrito la presencia de cuerpos de Lewy, también
puede existir una redistribucion y concentracion de la proteina a-sinucleina
citoplasmdtica en las neuronas dopaminérgicas del SNE. Al igual que en SNpc, esta
alteracion puede ser debida a una mayor presencia de formas oligoméricas de la

proteina o-sinucleina.

2.5. Fragmentacion del complejo de Golgi en neuronas dopaminérgicas

Para el estudio morfolégico de la citoarquitectura y organizaciéon del CG en
las neuronas dopaminérgicas del SNE, se llevé a cabo una doble inmunofluorescencia
de la proteina la TH, para identificar las neuronas dopaminérgicas, y de la proteina

GM130 para localizar el CG.

En el modelo experimental, tras la myeccion de 6-OHDA en la SNpc, el
mmunomarcaje del CG en las neuronas dopaminérgicas de los plexos nerviosos de
muestras de colon proximal (Figura 39 b), mostr6 una estructura del CG alterada, con
una localizacion dispersa o fragmentada en el citoplasma celular a diferencia de las
muestras control, donde el CG conservaba una estructura caracteristica yuxtanuclear,

tubular y compacta (Figura 39 a). El andlisis cuantitativo del porcentaje de neuronas
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dopaminérgicas con el “CG fragmentado”, revel6 que en muestras control, solo un
149 de las neuronas dopaminérgicas mostraban un CG anormal, frente a un 8§2% de
las neuronas TH positivas de las muestras del modelo hemiparkinsoniano. Esta

diferencia resulto estadisticamente significativa (t de Student, p<0,05) (Figura 39).

Al analizar el SNE en las muestras de colon distal (Figura 39 ¢, d),
encontramos un resultado similar al hallado en el estudio de muestras de colon
proximal. En este caso, el CG aparece disgregado en las neuronas dopaminérgicas del
modelo experimental hemiparkinsoniano (Figura 39 d), observindose incluso un
patrén fragmentado, a diferencia de lo que ocurria con las muestras control, donde el
CG aparecia con una organizacién compacta, tubular y cercano al micleo (Figura 39

C).

El andlisis del porcentaje de neuronas dopaminérgicas con el CG fragmentado
también resulto similar al analizado en muestras de colon proximal, este porcentaje
cambi6 de un 5% en las muestras control, a un 83% de las neuronas TH positivas de
las muestras del modelo experimental, siendo también este resultado estadisticamente
significativo (t de Student, p<0.05) (Figura 39 e). Para confirmar este resultado
obtenido tras el andlisis morfologico del organulo por inmunofluorescencia, se realizo
una reconstruccién 3D del CG mediante microscopia confocal con el software Imaris
(Figura 40 a-d) (material complementario en Anexo IlI: videos 3-6 ilustrativos de la

reconstruccion 3D del CG).

Esta reconstruccion, permitio analizar la dispersion del CG en el citoplasma
de las neuronas dopaminérgicas del hemisterio lesionado, a diferencia de la estructura

compacta y uniforme observada en las neuronas del hemisferio control.

Posteriormente, se realizaron andlisis de distribucion de fluorescencia (Figura
40 e, 1), para analizar la dispersion o localizacion de la senal de fluorescencia resultante
del inmunomarcaje de la proteina GM130. Se delimitaron 5 zonas concéntricas
alrededor del nicleo de cada neurona y se analizo la intensidad de fluorescencia en

cada area.

Este estudio se realizé en las muestras de colon proximal y colon distal control
y del modelo hemiparkinsoniano, observindose resultados muy semejantes en ambos
tipos de neuronas dopaminérgicas de ambas regiones de colon. La fluorescencia

resultante del marcaje de la proteina GM130, en las muestras control disminuia en
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areas mas alejadas del nucleo, debido a la conformacion compacta que observamos,
mientras que, en las muestras del modelo experimental de la EP, la fluorescencia se
distribufa homogéneamente y de manera dispersa en todas las dreas, indicando la
desestructuracion o fragmentacion del CG observada en las neuronas dopaminérgicas
en el SNE. Estos resultados se analizaron cuantitativamente mediante la prueba
estadistica de comparacién de medias de t de Student, en la que se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las dreas mads alejadas al

nucleo (Figura 40 e, f).

Estos resultados, evidencian por primera vez, que la citoarquitectura del CG
de las neuronas dopaminérgicas del SNE y, no solo en SNpc, se encuentra alterada

en el modelo de rata hemiparkinsoniana inducida por la neurotoxina 6-OHDA.

Figura 39. Imagenes representativas del estudio morfologico de la citoarquitectura del CG
mediante inmunofluorescencia de GM130 (verde) en plexos mientéricos de muestras de colon
proximal (CP) (a, b) y distal (CD) (¢, d). Las neuronas dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH
(rojo) y los niicleos marcados con DAPI (azul). En muestras control (a, ¢), se observa un CG perinuclear,
compacto y tubular. Mientras que en modelo hemiparkinsoniano (b, d), se observa un CG con cisternas
desconectadas en el citoplasma, indicando la posible fragmentacion del orgdnulo. (e) Cuantificacion de
los CG fragmentados en neuronas dopaminérgicas del SNE. Los histogramas representan el porcentaje
de CG fragmentados en neuronas TH positivas de plexos nerviosos de muestras de colon proximal y
distal. Estos resultados, son estadisticamente significativos (p<0.05) tras la prueba estadistica de t de

Student. Barra 10 um.
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2.6. Estudio morfoldgico del complejo de Golgi en otros tipos neuronales

A diferencia de la SNpc, donde las neuronas dopaminérgicas suponen la
mayor parte de la poblacion celular, en el SNE se han descrito diversos tipos
neuronales (Furness, 2000), de los cuales las neuronas dopaminérgicas suponen una
minoria (10%) (Z. S. Li et al., 2004). Con motivo de esclarecer si las alteraciones
observadas en el CG de neuronas dopaminérgicas son especificas de este tipo
neuronal, analizamos la estructura del CG en otros tipos neuronales presentes en el
SNE. Para ello, se identificaron los dos grupos de neuronas mds abundantes en los
plexos mientéricos del SNE, las neuronas NOS positivas (>20%) (Bodi et al., 2019;
Furness et al., 1994) y ChAt positivas (>409%) (Erickson et al., 2014; Johnson et al.,
2018), mediante técnicas Inmunocitoquimicas junto con la munodeteccion de la
proteina GM130 para localizar el CG. Inicialmente, analizamos el porcentaje de
neuronas positivas para estas dos proteinas especificas en los plexos nerviosos de
colon proximal y del colon distal, de muestras control y muestras obtenidas del

modelo hemiparkinsoniano.

El porcentaje de neuronas NOS positivas, en muestras de colon proximal y
colon distal, fue similar en controles (12% y 12.5% respectivamente) y en muestras del
modelo de la EP (15% y 12.5% respectivamente). El andlisis cuantitativo de neuronas
ChAt positivas de forma similar, revelé que en plexos de muestras control de colon
proximal y distal el porcentaje fue un 23% y un 27% respectivamente, en las muestras
del modelo experimental de EP, encontramos un 31% y un 14% respectivamente, sin

ser estas diferencias estadisticamente significativas (Figura 41).

Figura 40. Imagenes representativas de la reconstruccion 3D del CG en neuronas
dopaminérgicas de los plexos del SNE de muestras de colon, realizadas por microscopia
confocal. Fl CG estd identificado por la inmunofluorescencia para GM130 (verde) y los nicleos estin
marcados con DAPI (azul), En las neuronas de los plexos del colon proximal (a, b) y del colon distal (c,
d), del modelo de EP, el CG (verde) pierde su imagen tubular y compacta y se confirma la fragmentacion
del CG disperso (b, d). (e, ) Andlisis cuantitativo de la dispersién del inmunomarcaje de la proteina
GM130 mediante Image]. Los histogramas muestran la intensidad de fluorescencia relativa en zonas
concéntricas al nucleo (1-5). Tanto en muestras control de colon proximal (e), como de colon distal (f),
el Inmunomarcaje de la proteina GM130 en neuronas dopaminérgicas disminuye en zonas mds alejadas
al nucleo (3-5). En muestras de colon en el modelo experimental de EP, este marcaje se dispersa en el
citoplasma homogéneamente, observindose una distribucién similar en todas las zonas concéntricas al
nucleo. Estos resultados son estadisticamente significativos (p<0.05) tras la prueba estadistica de t de

Student. Barra 4 um.
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Estos resultados indican que la inyeccién unilateral de la neurotoxina 6-
OHDA en SNpc, no parece tener un efecto en la densidad de neuronas NOS y ChAt
positivas en el SNE, a diferencia de su efecto en la poblaciébn de neuronas

dopaminérgicas (Figura 41).

A su vez, en neuronas ChAT positivas de colon proximal, se observé un 20%
de neuronas con el CG fragmentado en muestras control, en comparacién a un 219%
en muestras EP. En colon distal, se cuantificaron un 23% de CG fragmentados en
muestras control, frente a un 15% en plexos del modelo EP en neuronas ChAT
positivas (Figura 42 ¢, d, e). Estos resultados indican que la microinyecciéon unilateral

de 6-OHDA parece no afectar a la integridad del CG en estos tipos neuronales.
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Figura 41. Cuantificacion de neuronas NOS y ChAt positivas en el SNE por
inmunofluorescencia. Los histogramas ilustran la cuantificacion representada en porcentaje del
numero de neuronas NOS positivas (a) y ChAt positivas(b) en plexos nerviosos de colon proximal y
colon distal. No existen diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de neuronas

cuantificadas del modelo hemiparkinsoniano (EP) con respecto a los controles.

Figura 42. Imagenes de microscopia confocal representativas del analisis morfologico mediante
inmunofluorescencia, de la citoarquitectura del CG en diferentes tipos neuronales en plexos
mientéricos de colon proximal (CP) por microscopia confocal (a, b). EI CG inmunomarcado con
GM130 (verde) en neuronas NOS positivas (rojo) aparece con su estructura perinuclear caracteristica en
muestras control y de nuestro modelo experimental (EP). (¢, d) En neuronas ChAt positivas (verde), el
CG mmunomarcado con GM130 (rojo) también muestra una morfologia caracteristica en muestras
control y EP. La cuantificacion de CG fragmentados en neuronas NOS y ChAt positivas (e) revela que
no existen diferencias estadisticamente significativas (t de Student, p<0.05) entre células de muestras
control y del modelo de EP, a diferencia del resultado obtenido en las neuronas TH positivas donde el
porcentaje de CG fragmentados aumenta de forma estadisticamente significativa en las muestras de EP

mducidas por 6-OHDA. Barra 10 ym.

150



Resultados

Control

100 )
» * = Control
o 90
T=<= & mEP
=R =R
€ =2 £ 60
o = 50
EZ - 4
A = C 30
2 8 20
oz o
> p [ -
0 1

TH+ NOS+ ChAL+

o

Figura 42.

151



Resultados

2.7. Analisis de la distribucion de proteinas involucradas en el trafico de

membranas en las neuronas dopaminérgicas

De igual forma que se realizo el estudio en muestras de SNpc, nos planteamos
el estudio morfologico de la distribuciéon de proteinas implicadas en el trifico
mtracelular de membranas en las neuronas dopaminérgicas del SNE para valorar
posibles cambios que pudieran estar relacionadas con los cambios descritos en la

citoarquitectura del CG.

2.7.1. Sintaxina-5

La tincion de la sintaxina-5, proteina de la familia SNARE, revelé un patron
punteado con gran intensidad de fluorescencia en el citoplasma de neuronas
dopaminérgicas del SNE de las muestras control de colon proximal (Figura 43 a). Este
mmunomarcaje, disminuyo dristicamente en las neuronas dopaminérgicas del
modelo hemiparkinsoniano inducido por 6-OHDA, donde el patron de tincion
observado fue mas difuso y de menor intensidad (Figura 27 b). Este cambio en la
mtensidad de fluorescencia del mmunomarcaje observado en las neuronas
dopaminérgicas del SNE. de muestras de colon proximal, también se observé en los
plexos de muestras de colon distal (Figura 43 ¢, d). La cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia confirmé una disminucién estadisticamente significativa del 559% en
la intensidad de fluorescencia total de la proteina sintaxina-5 en las muestras de colon
proximal y un 47% en las muestras de colon distal del modelo de la EP, con respecto
a los controles. Este andlisis se realizo mediante la prueba U de Mann Whitney, con
un valor de p<0.05 (Figura 43 e).

Figura 43. Imagenes representativas de la distribucion de la proteina sintaxina-5 (sin-5) (verde)

en el SNE de muestras de colon, mediante inmunofluorescencia por microscopia confocal y
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia por analisis de imagen por Imagel. Las neuronas
dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (rojo) y los nicleos marcados con DAPI (azul). El
mmunomarcaje de la Sin-5 en muestras control (a, ¢) y en muestras del modelo inducido por 6-OHDA
(EP) (b, d) muestra una reduccién en la intensidad del marcaje en las neuronas TH positivas de los plexos
nerviosos del colon proximal (CP) (b) y del colon distal (CD) (d) del modelo EP con respecto a los
controles . Esta diferencia se verifica tras el analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia, en la
que se observa una disminucién estadisticamente significativa en las muestras de colon proximal y las
muestras de colon distal del modelo EP, con respecto a las muestras controles (valor arbitrario del 100%)
(e). Los valores representan el porcentaje relativo de intensidad de fluorescencia (+ Error estiandar de la

media). Barra 10 um.
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2.7.2. Rabla GTPasa

La inmunodeteccién de la proteina Rabla GTPasa, en neuronas
dopaminérgicas del SNE de muestras control de colon proximal, mostré un mayor
marcaje en la posicion yuxtanuclear, debido a su localizaciéon anclada a la cara cis-
Golgi, junto a un patrén citosolico difuso caracteristico de la proteina (Figura 44 a).
Las neuronas dopaminérgicas de los plexos en las muestras del modelo inducido por
6-OHDA, presentaron una mayor intensidad de fluorescencia en la region del CG,
ademais del patron citosolico, indicando una posible retencién de la proteina en el

organulo o un posible aumento de expresion de la Rabla (Figura 44 b).

Este aumento de la intensidad del inmunomarcaje, se observo también tras el
analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia, resultando en un aumento del
17% en la inmunodeteccion de la Rabla en las neuronas de los plexos de las muestras
del modelo experimental inducido por 6-OHDA con respecto a los controles (Figura
44 e). Este resultado se repitié en el estudio de la proteina Rabla en muestras de colon
distal (Figura 44 ¢, d), dénde se cuantificé un aumento del 20% en el mivel de
mtensidad de fluorescencia en las muestras EP con respecto a las muestras control
(Figura 44 e). Sin embargo, esta diferencia no resulto estadisticamente significativa

(p>0.05) tras la prueba estadistica de U de Mann-Whitney.

Figura 44. Imagenes representativas, tomadas por microscopia confocal, de la distribucion de
la proteina GTPasa Rabla (rojo) por inmunofluorescencia en los plexos analizados del SNE de
muestras de colon. Las neuronas dopaminérgicas estain inmunomarcadas con TH (verde) y los nucleos
marcados con DAPI (azul). El inmunomarcaje de Rabla (rojo) muestra una distribucion citosolica leve
con mayor intensidad de marcaje en la region del CG en los plexos analizados de las muestras control (a,
¢). Este marcaje se hace mds visible en muestras del modelo hemiparkinsoniano (b, d), indicando una
posible retencién en la region del CG o un posible aumento en la expresion de la proteina. La
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia del inmunomarcaje de la Rabla (e) mediante andlisis de
imagen por Image], muestra un ligero aumento no estadisticamente significativo, de la intensidad del
mmunomarcaje en muestras del modelo de la EP inducido por 6-OHDA, tanto en el SNE del colon

proximal (CP), como en el SNE del colon distal (CD) (U de Mann-Whitney, p>0.05). Barra 10 um.

154



Resultados

Control

) 200 + mE Control
et 180 3 mEP
v g 160 3
=T 140 3
< = & 120 3
.- -
= £ e 100 §
= 80 3
= D
L 60 3
= 40 3
- 20 3
0

o

Colon Proximal Colon Distal

Figura 44.



Resultados

2.7.3. GRASP65

El estudio de la distribucion de la proteina GRASP65, mediante técenicas de
mmunoflorescencia, en neuronas dopaminérgicas del SNE de muestras de colon
proximal revel6 diferencias apreciables de tincion, similares a las observadas en las
neuronas de la SNpc. El patrén de distribucion de la proteina fue difuso por el
citoplasma y con regiones de mayor intensidad fluorescente. Estas regiones se
corresponden con la localizacion del CG alrededor del nicleo en las células control,
debido a la formacién del complejo GM130-GRASP65. Por el contrario, el
mmunomarcaje de la GRASP65 ocupa una mayor drea del citoplasma en las neuronas
del modelo experimental de EP, reflejando una correspondencia con el patron

observado en la inmunodeteccion de GM130 para el estudio del CG (Figura 45 a, b).

El estudio cuantitativo de la intensidad de fluorescencia por célula analizada
no revel6 diferencias estadisticamente significativas entre las muestras control y del
modelo inducido por 6-OHDA de colon proximal. A su vez, el andlisis de la
distribucién de GRASP65 en las neuronas dopaminérgicas de las muestras de colon
distal fueron similares a los observados en las muestras de colon proximal. El patréon
de distribucién de la proteina fue difuso por el citoplasma y con regiones de mayor
mtensidad fluorescente en las zonas perinucleares. Estas regiones de mayor intensidad
corresponden a una localizacion del CG mis compacta y alrededor del nicleo en las
células control que, por el contrario, ocupa gran parte del soma, sin mostrar una
tincién especifica en las neuronas dopaminérgicas del modelo experimental de EP
(Figura 45 ¢, d). En cuanto a los niveles de intensidad de fluorescencia, el analisis
cuantitativo de esta proteina en las neuronas dopaminérgicas del SNE del modelo
experimental no muestran diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
neuronas dopaminérgicas del SNE de las muestras control (Figura 45 e). Estos
resultados indican solo un cambio en la distribucion de la proteina en las neuronas
dopaminérgicas del SNE, tanto en plexos del colon proximal como distal, sin indicios

de una alteracién en la expresion de la GRASP-65.

Figura 45. Imagenes de microscopia confocal representativas de la inmunofluorescencia
para la proteina GRASPG65 (verde) en plexos de colon proximal (CP) (a, b) y colon distal (CD)
(e, d). Las neuronas dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (rojo) y los nticleos marcados
con DAPI (azul). El patrén de distribuciéon de la proteina GRASP65 muestra regiones de mayor
mtensidad de fluorescencia perinuclear en neuronas dopaminérgicas de las muestras control (a, ¢),
mientras que el inmunomarcaje ocupa la mayor parte del citoplasma en las neuronas del modelo
experimental de EP en ambos tramos de colon (b, d). (e) No se observan diferencias estadisticamente
significativas en la intensidad de fluorescencia relativa entre las muestras control y del modelo de EP,

mediante andlisis de imagen por Image]. Barra 10 pm.
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2.7.4.  B-tubulina Il y neurofilamentos

Por dltimo, analizamos la distribucion de proteinas marcadoras de
componentes del citoesqueleto en las neuronas dopaminérgicas del SNE. Con este
proposito, realizamos el estudio de proteinas especificas de los microtibulos y de los
neurofilamentos, componentes clave del citoesqueleto nvolucrados en la
citoarquitectura del CG y en el transporte intracelular. En el estudio en las neuronas
dopaminérgicas de muestras control de colon proximal, la proteina B-tubulina III,
especifica de microtibulos de neuronas, mostré6 un patrén intenso y fibrilar
caracteristico de los microtiibulos, en las neuronas de los plexos nerviosos. Este patron
lo observamos también en los plexos nerviosos de las secciones del modelo inducido
por 6-OHDA, sin diferencias aparentes en el nivel intensidad de la fluorescencia con
respecto a los controles (Figura 46 a, b). A su vez, el andlisis realizado en las muestras
de colon distal revelé el mismo patrén de distribucion de la B-tubulina III en las

neuronas dopaminérgicas de las muestras control y de las muestras del modelo

mducido por 6-OHDA (Figura 46 c, d).

Figura 46. Imagenes de microscopia confocal representativas, del analisis morfologico por
inmunofluorescencia de la proteina B-tubulina III (B-tub III) (verde) en las neuronas
dopaminérgicas del SNE de muestras de colon proximal (CP) y colon distal (CD). Las neuronas
dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (rojo) y los ntcleos marcados con DAPI (azul). Se
distingue un marcaje fibrilar en el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas de lo plexos nerviosos
analizados, no existiendo diferencias aparentes ni en la distribucién ni en los niveles de intensidad de
fluorescencia de la proteina entre las muestras obtenidas de los animales control y del modelo EP, por
andlisis de 1imagen por Image]. La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (e), confirma que no
existen diferencias estadisticamente significativas en el inmunomarcaje de la B-tub III entre las células
analizadas. Los valores representan el porcentaje, en base a un valor arbitrario del 100% para muestras

control (+ Error estindar de la media). Barra 10 um.
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Segun las condiciones de este estudio, no parece existir diferencias
morfoldgicas en la organizacion de los microtibulos de las neuronas dopaminérgicas
del SNE del modelo de la EP, siendo un resultado similar al observado en nuestro
estudio de la SNpc. El andlisis cuantitativo de los niveles de fluorescencia de la -
tubulina IIT en las neuronas dopaminérgicas del SNE, tanto de las muestras de colon
proximal como de colon distal analizadas, no mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los datos obtenidos de las muestras controles y de las muestras

modelo experimental de la EP (Figura 46 e).

Finalmente, tras el inmunomarcaje de los neurofilamentos de las neuronas
dopaminérgicas del colon proximal, se observé un patron de distribucién fibrilar
caracteristico, tanto en muestras control como en muestras del modelo experimental
iducido por 6-OHDA (Figura 47 a, b). Esta distribucion, se conservo en las muestras
de colon distal, sin existir diferencias aparentes en la intensidad de fluorescencia entre

muestras controles y muestras de nuestro modelo de EP (Figura 47 ¢, d).

Figura 47. Imagenes de microscopia confocal representativas, del analisis morfologico por
inmunofluorescencia de los neurofilamentos (NF) (verde) en las neuronas dopaminérgicas del
SNE de muestras de colon proximal (CP) y muestras de colon distal (CD). Las neuronas
dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (rojo) y los nicleos marcados con DAPI (azul). La
mmunodeteccion revela un marcaje fibrilar, no existiendo diferencias aparentes en la distribucién ni en
los niveles de fluorescencia entre muestras control y muestras EP por andlisis de imagen por Image]J. La
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (e), confirma que no existen diferencias estadisticamente
significativas en el Inmunomarcaje entre las células analizadas. Los valores representan el porcentaje, en

base a un valor arbitrario del 100% para muestras control (£ Error estindar de la media). Barra 10 pym.
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2.8. Analisis de proteinas marcadoras de exosomas en neuronas

dopaminérgicas

Debido a los recientes hallazgos sobre la localizacion de la proteina o-
sinucleina a nivel extracelular, en asociacién a vesiculas sindpticas y exosomas,
analizamos la implicacion de estas estructuras vesiculares membranosas en los plexos
del SNE, mediante un andlisis morfologico de la distribucion de proteinas marcadoras
de exosomas, de acuerdo con la misma la linea de nvestigacion seguida en las
muestras de la SNpc. Para ello, analizamos la distribucion de tres proteinas

marcadoras de membrana y trafico de exosomas, la Rab3a GTPasa, la tetraspanina

CD63, y la Rab27a.

2.8.1. Rab3a GTPasa

La Rab3a GTPasa, proteina involucrada en la exocitosis neuronal post-CG,
ademas de estar presente en la membrana de exosomas, interacciona con la proteina
o-sinucleina en la membrana celular, teniendo la o-sinucleina un papel inhibidor en
la hidroélisis de la Rab3a (Lv et al., 2022). En el caso del analisis de distribucion de la
proteina Rab3a, en el SNE de muestras de colon proximal de animales control, el
mmunomarcaje de la proteina muestra una distribucién punteada vesicular a nivel de
citoplasma, en paralelo a una tincion homogénea y difusa en el citosol de las neuronas
dopaminérgicas, patron caracteristico de la localizacién de esta proteina por su
mmplicacion en el transporte vesicular y en el proceso de la exocitosis (Figura 48 a).
Mientras que en las neuronas dopaminérgicas del SNE de las muestras de colon
proximal del modelo experimental de la EP (Figura 48 b), el patrén de distribucion

cambia, mostrando regiones de mayor intensidad a nivel citoplasmatico.

Figura 48. Imagenes de microscopia confocal representativas de la inmunodeteceion mediante
inmunofluorescencia de la Rab3a en plexos mientéricos de colon proximal (CP) (a, b) y colon
distal (CD) (¢, d). Las neuronas dopaminérgicas estin inmunomarcadas con TH (verde) y los nicleos
marcados con DAPI (azul). La distribucion de Rab3a en las neuronas TH positivas de las muestras
control (a, ¢) revela un patrén punteado y homogéneo en el citoplasma, caracteristico del proceso de
exocitosis vesicular. En las neuronas TH positivas de las muestras de EP (b,d), se observa una mayor
concentracion del marcaje intracitoplasmético en los plexos de las muestras de CP y CD. (e¢) Este
resultado se confirma tras el andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia por andlisis de imagen
por Image]. Los valores representan el porcentaje, en base a un valor arbitrario del 100% para muestras

control (+ Error estindar de la media). Barra 10 um.
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Esto podria indicar un aumento de expresion o una retencion de la proteina
en estructuras subcelulares como es la region de salida del TGN, debido a una posible
mactivacion de la Rab3a por parte de la acumulacion de a-sinucleina. Este patron de
distribucién se repite en neuronas dopaminérgicas del SNE de muestras de colon
distal (Figura 48 ¢, d). Este resultado, se verific tras realizar un andlisis cuantitativo de
la intensidad de fluorescencia. En las muestras de colon proximal, se detectdé un
aumento del 89% en la inmunodeteccion de la Rab3a en los plexos de las muestras
del modelo experimental inducido por 6-OHDA con respecto a los controles,

mientras que en las muestras de colon distal este aumento fue del 91%.

Esta diferencia en la intensidad del inmunomarcaje de la Rab3a, resulto
estadisticamente significativa (p<0.05) en el estudio de los plexos de ambas secciones

del colon, tras la prueba de U de Mann-Whitney (Figura 48 e).

2.8.2. CD63

Los resultados iniciales del estudio de la distribucion de la CD63, proteina
transmembrana presente en los exosomas, en las neuronas dopaminérgicas del SNE
de muestras de colon proximal y colon distal, fueron similares a los resultados
obtenidos y descritos en la SNpc. El inmunomarcaje de la CD63, mostré un patron
caracteristico citoplasmdtico con una distribucion punteada y citosolica de la proteina,
mdicando un patron vesicular en el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas de los
plexos (Figura 49 a, ¢). En muestras de colon proximal y colon distal del modelo
hemiparkinsoniano inducido por 6-OHDA (Figura 49 b, d), el inmunomarcaje
presenta un aumento de intensidad de fluorescencia en regiones especificas del

citoplasma.

Figura 49. Imagenes de microscopia confocal representativas de la inmunofluorescencia de la
proteina CDG3 (verde) en plexos mientéricos de colon proximal (CP) y colon distal (CD) en
muestras control (a, ¢) y del modelo inducido por 6-OHDA (EP) (b, d). Las neuronas
dopaminérgicas estin mmunomarcadas con TH (rojo) y los nucleos marcados con DAPI (azul). La
mmunodeteccion de CD63 en muestras control revela un patrén caracteristico vesicular en el citoplasma
con mis intensidad de fluorescencia en la proximidad de la membrana plasmética (a, ¢), mientras que en
las muestras EP, se observa una mayor tinciéon citosolica (b, d). Este resultado morfolégico se confirma
tras el andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia mediante Image] (e). Los valores representan
el porcentaje, en base a un valor arbitrario del 1009 para muestras control (£ Error estindar de la media).

Barra 10 pm.
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Este resultado podria indicar la localizacion en vesiculas que se estin
fusionando con la membrana plasmitica para liberar su contenido y podria ser debida
a la presencia de exosomas adheridos a la membrana para ser liberados al espacio
extracelular. A su vez, este resultado podria deberse a una alteracién en el transporte
de exosomas, activacién del proceso de secrecion o una mayor expresion de la
proteina que podria dar lugar a un mayor nimero de estos componentes vesiculares

en los plexos nerviosos tanto en las muestras de colon proximal como de colon distal

del modelo de EP.

Posteriormente, la cuantificacién de la intensidad de fluorescencia confirmé
un aumento del 749 en el inmunomarcaje de CD63 en los plexos analizados de las
muestras del modelo experimental inducido por 6-OHDA con respecto a los plexos
analizados de las muestras de colon proximal en los controles, mientras que en los
plexos de colon distal se observé un aumento del 75%. Esta diferencia en la intensidad
del inmunomarcaje de la proteina CD63, resulté estadisticamente significativa
(p<0.05) en ambas secciones del colon, tras la prueba de U de Mann-Whitney (Figura

49 e).

2.8.3. Rab27a GTPasa

El andlisis morfologico de la distribucion de la G'TPasa Rab27a en neuronas
dopaminérgicas del SNE, mostré una tincion similar a la observada en las muestras
de SNpc. En las muestras control, tanto en las secciones de colon proximal como de
colon distal, el Inmunomarcaje de la Rab27a mostr6 un patréon citosolico difuso y leve,
con algunos punteados caracteristicos del transporte vesicular, debido a la localizacion
de esta proteina en la membrana de lisosomas, endosomas y exosomas (Figura 50 a,
¢). Esta distribucion de la proteina, a su vez, parecié ser semejante en muestras del
modelo inducido por 6-OHDA, sin cambios aparentes de distribucion o intensidad

del inmunomarcaje (Figura 50 b, d).
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Control

Figura 50. Imagenes de microscopia confocal representativas de la inmunofluorescencia de la proteina Rab27a (rojo) en

)}y del modelo inducido por 6-OHDA

plexos mientéricos de colon proximal (CP) y colon distal (CD) en muestras control (a

(EP) (b, d). Las neuronas dopaminérgicas estin mmunomarcadas con TH (verde) y los nicleos marcados con DAPI (azul). La
mmunodeteccion de Rab27a en muestras control revela un patrén vesicular y difuso en el citoplasma, sin diferencias aparentes entre

las muestras control y las muestras del modelo de EP de colon proximal y colon distal. Barra 10 um.
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V. Discusion

1. La microinyeccion unilateral de 6-hidroxidopamina en la
sustancia negra de rata como modelo experimental de la enfermedad de

Parkinson

Desde que se introdujo en 1968 (Ungerstedt, 1968) el uso de 6-OHDA para
producir la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc de rata, son
multiples las investigaciones que se han basado en este modelo para el estudio de la
EP. La eleccion de esta toxina para producir el modelo de rata hemiparkinsoniana en
nuestro estudio, ha aportado nueva informacién para el entendimiento de la
citopatologia relativa al trifico intracelular tanto en las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc como en las neuronas dopaminérgicas periféricas durante el desarrollo de la
EP. Ademas, el uso de este modelo para el estudio de las neuronas dopaminérgicas
como las principales neuronas catecolaminérgicas del SNE, ha permitido ampliar el

conocimiento sobre el desarrollo de los mecanismos citopatologicos de la EP fuera

del SNC.

La identificacion y el estudio de las neuronas dopaminérgicas en lugar de
otros tipos neuronales para comprender la citopatologia de la EP en el SNCy en el
SNE, es fundamental, no solamente debido a que la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas es una caracteristica central de la EP. Segun los estudios previos, las
neuronas dopaminérgicas serfan las Gnicas neuronas catecolaminérgicas presentes en
el SNE, debido a que las neuronas noradrenérgicas y adrenérgicas estarian limitadas
a las terminaciones nerviosas simpaticas extrinsecas (Natale et al., 2021). En este
contexto, la pérdida de neuronas dopaminérgicas en el SNE estaria estrechamente
relacionada con un déficit dopaminérgico en pacientes de la EP, que explicaria
alteraciones en funciones como la regulaciéon de la motilidad y de la secrecién
gastrointestinal. En nuestro modelo experimental de la EP, investigaciones anteriores
mdican que el tiempo necesario para que se produzcan los primeros sintomas
caracteristicos de la EP tras la microinyeccion unilateral de 6-OHDA en la SNpc, es
de al menos dos semanas, en nuestro trabajo, tras 15-21 dias, la muerte celular

observada fue del 39%, por lo que fue consistente con otros estudios en condiciones

similares (Campos et al., 2013; Su et al., 2018).



Discusion

Anteriormente se ha descrito que los procesos de inflamacion y las
alteraciones en el sistema inmune, estin presentes en el desarrollo de la patofisiologia
de la EP, existiendo evidencia de que las enfermedades inflamatorias cronicas del
sistema digestivo incrementan el riesgo de padecer enfermedades como la EP (Cui et
al., 2023). En nuestro estudio, la evaluacion de las células ghales en la SNpc mediante
el iInmunomarcaje de la proteina GFAP, nos reveld6 un aumento estadisticamente
significativo del 40% en la inmunodeteccion de esta proteina en el hemisferio

lesionado tras la microinyeccion de 6-OHDA.

La activacion de la neuroglia se considera como un indicador de disfuncién
neuronal y de neurodegeneracion, pero también es una respuesta a cualquier dano
cerebral. El papel neuroprotector o neurodegenerativo de las células gliales en el
transcurso de la EP, ha sido objeto de discusion en las tltimas décadas. En algunos
estudios, como los llevados a cabo por Wachter et al. (2010) y Walsh et al. (2011), se
ha observado que la activacion de la microglia precede a la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Este efecto, puede desencadenar la liberacion
de moléculas proinflamatorias y neurotoxicas, exacerbando la neurodegeneracion en
la EP (Domingues et al., 2020). Sin embargo, investigaciones recientes en el modelo
mducido por 6-OHDA, sugieren que la activacién de la neuroglia produce la
liberacion de factores neurotropicos como el BDNF, ejerciendo una labor de

proteccion ante la neurodegeneracion producida por esta toxina (Datta et al., 2018).

A pesar de este debate, la proliferacion de las células ghales en la EP es un
fenomeno que se ha descrito en multiples estudios en el modelo inducido por 6-
OHDA (Batassini et al., 2015; Wachter et al., 2010; Walsh et al., 2011; Zhu et al.,
2017). Este efecto citopatologico sobre la poblacion de células gliales, junto con la
degeneracion de neuronas dopaminérgicas observada en las muestras de SNpc de
nuestro modelo, indican la validez del modelo inducido por 6-OHDA para la

reproduccién de los eventos citopatologicos iniciales en la EP.

2. La proteina a-sinucleina en la sustancia negra pars compacta

como indicador de la enfermedad de Parkinson

En nuestro modelo hemiparkinsoniano inducido por 6-OHDA, no se
observaron cuerpos de Lewy, siendo esta una caracteristica comuin descrita en otros

estudios en el mismo modelo (Matsui et al., 2010; Vercammen et al., 2006), y también
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en algunos casos de muestras post-mortem de pacientes (Gaig et al., 2009; Johansen

etal., 2018), por lo que su utilidad como biomarcador para la EP, es imitada.

A pesar de no identificar agregados similares a cuerpos de Lewy, tras el
mmunomarcaje de la a-sinucleina en la SNpc, observamos un cambio de distribucion
y/o organizaciéon de la proteina, apreciandose por la técnica de immunofluorescencia,
un marcaje puntiforme citoplasmatico con una elevada concentracién de “puntos
fluorescences” en las neuronas dopaminérgicas del hemisferio lesionado con 6-
OHDA en contraste al patron fluorescente citosolico observado en las células del

hemisferio control.

Este cambio de distribucion puede deberse a una posible alteracion en el
plegamiento de la a-sinucleina, como se ha observado en otros estudios, déonde la
forma monomérica de la proteina disminuye dristicamente, debido a la formacion de
formas oligoméricas y poliméricas fibrilares. Los oligobmeros se consideran formas
patogénicas de la proteina, siendo formas reversibles altamente toxicas para las células,
ya que pueden interaccionar con las membranas lipidicas, alterando la permeabilidad
y conduciendo a la disrupcion celular (Espay y Lees, 2024). Ademds, estas formas
oligoméricas, interrumpen el trifico axonal y sindptico, exacerbando el dano celular
(Lashuel et al., 2013). A su vez, las formas fibrilares de la o-sinucleina, son formas
mtermedias mds avanzadas en el proceso de agregacion de la proteina, formadas por
cadenas de oligdbmeros de a-sinucleina que empiezan a adquirir un mayor grado de
organizacién estructural, pudiendo ser citotoxicas para la célula, pero en menor
medida que las formas oligoméricas iniciales. Estas formas fibrilares, a pesar de ser las
formas previas los cuerpos de Lewy, actualmente se consideran menos daninas para
la célula debido a su mayor estabilidad estructural, considerandose las formas
oligoméricas las principales responsables de la degeneracion neuronal durante el

proceso de agregacion (Winner et al., 2011).

En contraste con este resultado, es llamativa la reduccion en la expresion total
de la a-sinucleina tras el andlisis cuantitativo mediante Western-blotting, ya que
multiples estudios tras la administracion de 6-OHDA, reportan un aumento
estadisticamente significativo en la expresion de la a-sinucleina en el cuerpo estriado
y/o en la SN (Athar et al., 2023; Cui et al., 2023). Sin embargo, una caracteristica
comun de estos estudios es un mayor tiempo de estabulacion tras la microinyeccion

unilateral de 6-OHDA.
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Estudios anteriores han descrito que el efecto citopatoldgico de la 6-OHDA
es dependiente del iempo transcurrido desde la microinyeccién de la toxina (Alvarez-
Fischer et al., 2008; Dovonou et al., 2023; Rentsch et al., 2019) y que el aumento o
disminucién en la expresion de la a-sinucleina es dependiente de la dosis de 6-OHDA
y del lugar en el que se origina la lesion dopaminérgica (Ganapathy et al., 2016; Zeng

etal., 2002).

En este contexto, en el estudio llevado a cabo por Zeng et al. (2002), donde
se cuantificaron los niveles de expresion de mRNA de a-sinucleina tras la
microinyeccién de 6-OHDA en SNpc, en el cuerpo estriado y en el nicleo
accumbens, se detecté una menor expresion del mRNA en la SNpe en comparacion
con las otras dos zonas del SNC, siendo un resultado similar al obtenido en nuestro
estudio. Ademds, en estos casos, el tiempo para la produccién de la lesion
dopaminérgica antes del sacrificio y extraccion del tejido, es de 21-35 dias o superior
(Kim et al., 2022; Solis et al., 2007), mientras que, en nuestro estudio, para observar
las alteraciones iniciales en la citopatologia de la EP, el iempo estimado fue entre 15-
21 dias. Este menor tiempo de estabulacion, se podria relacionar con la disminucion
en el nivel de expresion de la a-sinucleina detectada en nuestro modelo, ya que
estudios previos en modelos celulares y animales, como los llevados a cabo por Oaks,
Frankfurt, et al., (2013) y Oaks, Marsh-Armstrong, et al., (2013), indican que la
acumulacion de la a-sinucleina intracelular no es un evento citopatolégico temprano
en la EP, sino que se produce de forma progresiva en el transcurso de la citopatologia,
y que esta, ademds, estaria vinculada a la nterrupcién del transporte RE-CG. Por lo
que un menor nivel de expresion de la a-sinucleina en nuestro estudio, podria deberse
a la degeneracion de neuronas dopaminérgicas en la SNpc, mientras que la
sobreproduccién de a-sinucleina  observada habitualmente en las neuronas
dopaminérgicas supervivientes, podria deberse a una respuesta compensatoria ante
esta neurodegeneracion, o a una acumulacion debida a la interrupcion del propio

trafico intracelular de proteinas.

Cabe destacar, que en el ensayo llevado a cabo por Alvarez-Fischer et al.
(2008), los ratones modificados genéticamente para inactivar la sintesis de o-
sinucleina, eran mas resistentes a la neurodegeneracion provocada por la 6-OHDA,
sugiriendo que es poco probable que la sobreexpresion de la a-sinucleina sea un

mecanismo compensatorio ante la citopatologia, sino mas bien una consecuencia de
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los procesos citopatoldgicos que se producen durante la neurodegeneracion, como la

fragmentacion del complejo de Golgi y/o la interrupciéon del transporte intracelular.

3. La fragmentacion del complejo de Golgi en las neuronas
dopaminérgicas como sello citopatologico de la enfermedad de

Parkinson.

3.1. JCausa o consecuencia de la muerte celular?

Uno de los eventos citopatoldgicos mdis notables en las neuronas
dopaminérgicas de la SN afectadas de la EP, es la fragmentacion del CG (Coune et
al., 2011; Fujita et al., 2006; Furlong et al., 2020; Gosavi et al., 2002; Kim et al., 2022;
Rendon et al., 2013; Tomas et al., 2021). EI CG es un organulo esencial en el
transporte 1intracelular, siendo el responsable de las modificaciones post-
traduccionales y la clasificaciéon de proteinas y lipidos antes de su destino final.
Mientras que la fragmentacion del CG es un evento fisiologico habitual durante la
mitosis, s¢ ha documentado como un fenémeno patoldgico temprano en las
enfermedades neurodegenerativas como la EP, la esclerosis lateral amiotrofica o la
enfermedad de Alzheimer (Coune et al., 2011). Esta citopatologia ha suscitado un
considerable interés en la comunidad cientifica, ya que se encuentra en debate si esta
fragmentacion es una causa primaria de la degeneracion neuronal o una consecuencia

de los procesos celulares de apoptosis que ocurren en la EP.

Cuando se desencadena el mecanismo fisiologico de la apoptosis, este
mvolucra una cascada de caspasas (caspasa-3,7,8,9) que promueven la desintegracion
de la matriz proteica del CG, a través de la degradacién de proteinas estructurales
como la GM130, la giantina, la P115, la GRASP-65 o la sintaxina-5 (He et al., 2020).
La fragmentacion del CG por apoptosis es un proceso irreversible, mientras que, en
modelos de la EP, la fragmentacién es parcialmente reversible a partir de la
sobreexpresion de proteinas reguladoras del transporte y estructura del CG, como son
la Rabl o la GRASP65 (Coune et al., 2011; Rendon et al., 2013; Shirai y Yamauchi,
2024). Ademas, a nivel estructural también existen diferencias morfoldgicas en la

fragmentacién del CG entre los procesos de apoptosis y de estrés.

Estudios sobre la citoarquitectura del CG durante el proceso de apoptosis

b

han revelado que la desintegracion de proteinas estructurales del organulo por la
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accion de caspasas conlleva una fragmentacion total del CG en vesiculas pequernias
(Chiu et al., 2002). Mientras que la fragmentacion del CG debido al estrés celular,
como el inducido por agentes que alteran el trifico vesicular o por condiciones como
la hipoxia o el estrés del RE, origina estructuras tubulares o ministacks, sin la
desintegracion de las proteinas estructurales claves en el CG (Machamer, 2015;
Rendén et al,, 2013). Por lo que, actualmente, existe evidencia de que la
fragmentacion del CG en las enfermedades neurodegenerativas como la EP, muy
probablemente no sea debida a procesos apoptéticos, o a un estrés secundario del
RE, sino al plegamiento erroneo de proteinas, a la presencia de proteinas mutantes
que desencadenan este fenomeno o a un desajuste en los niveles de las proteinas
reguladoras del trafico intracelular, como las proteinas SNARE o Rab GTPasas

(Gonatas et al., 2006; Martinez-Menarguez et al., 2019).

En nuestro estudio, observamos un claro aumento estadisticamente
significativo, del niimero de neuronas dopaminérgicas con el CG fragmentado en la
SNpc del hemisferio lesionado, en comparacion con el hemisferio control. A su vez,
al no producirse cuerpos de Lewy en el modelo mducido por 6-OHDA, este
fenomeno podria considerarse previo a la formacién de las inclusiones, siendo un
resultado similar al descrito anteriormente por nuestro grupo en el modelo celular de

la EP (Rendon et al., 2013).

Ademas, nuestros resultados del andlisis ultraestructural de la citoarquitectura
del CG mediante microscopia electréonica de transmision nos confirmaron la
fragmentacién del CG en ministacks en las neuronas de la SNpe de las muestras del
modelo inducido por 6-OHDA. Estos resultados morfoldgicos indican que la
fragmentacién del CG puede no deberse a la accion de agentes proapoptoticos como
las caspasas, cuya accién concluye en la desintegracién de la matriz del organulo.
Algunos autores indican que la fragmentacion del CG en ministacks, puede deberse a
un intento de compensacion en el transporte intracelular ante eventos de estrés previos

a la apoptosis (Hicks y Machamer, 2005; Li et al., 2019).

Los estudios mids recientes apuntan a que las formas prefibrilares de la o-
sinucleina, penetran en el CG para ser transportadas en vesiculas y que son estas
formas, las que causarian la fragmentacion del CG (Serratos et al., 2022).
Recientemente, en un modelo celular de la EP, se ha descrito la unién anémala de la

a-sinucleina con la proteina GM 130, inhibiendo la formacién de complejos GM130-
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pl15 y GM130-Rabla, necesarios para el transporte de vesiculas intra-Golgi mediado
por COPII, esta alteracion, a su vez, se ha vinculado con la fragmentacion del CG (B.
Huang et al., 2021; Mazzulli et al., 2016). En este contexto, estas formas anémalas o
agregadas de la a-sinucleina, inducen una respuesta ante proteinas mal plegadas en el
CG, provocando un estrés en el organulo, que induciria finalmente a la apoptosis
celular (Bigi et al., 2023). Los ultimos estudios apuntan a que la fragmentacion del CG
reversible por respuesta a estrés estaria mediada por quinasas tales como Cdc2,
GSK3pB, RAF/MEKI1/ERKI¢, Plkl, PIk3. Sin embargo, el mecanismo por el cual se
produce esta respuesta ante un estrés en el CG no se ha dilucidado actualmente (Shirai

y Yamauchi, 2024).

Cabe destacar, que se ha descrito anteriormente la presencia de las formas
prefibrilares de la a-sinucleina en la SN tras 15 dias desde la microinyecciéon unilateral
de 6-OHDA en el modelo animal de rata (Hadi et al., 2021), y que estudios recientes
indican que la fragmentacién del CG seria un evento previo a la formacién de

inclusiones y cuerpos de Lewy (Gosavi et al., 2002; Rendon et al., 2013).

Estos hallazgos junto con los resultados obtenidos en nuestro estudio, tras el
andlisis morfologico y bioquimico de la proteina o-sinucleina y de la citoarquitectura
del CG, refuerzan la teoria de que las alteraciones en el trifico intracelular y en la

estructura del CG serian eventos citopatologicos tempranos en la EP.

3.2. La alteracion en la expresion de proteinas implicadas en el trafico

intracelular y el complejo de Golgi en la busqueda de nuevas dianas moleculares

Tras el estudio de la citoarquitectura del CG en neuronas dopaminérgicas de
la SNpc, procedimos al andlisis morfoldgico y bioquimico de proteinas involucradas
en la homeostasis de este organulo y de la regulacion del transporte intracelular,

relacionadas con la citopatogénesis de la EP.

La organizacion de la estructura del CG se mantiene por medio de un
entramado complejo que incluye proteinas de la matriz del Golgi (GRASPSS,
GRASP65, GM130, Giantin, entre otras golginas), proteinas de anclaje, miembros de
la familia de las Rab GTPasas, proteinas SNARE asociadas al CG, proteinas
mvolucradas en la interaccion del CG con el citoesqueleto y proteinas de senalizacion,

entre otras (Fan et al., 2008; Gonatas et al., 2006; Martinez-Menarguez et al., 2019).
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A partir de los andlisis genéticos y los estudios experimentales, se ha
evidenciado una fuerte vinculacion entre la citopatologia de la EP y alteraciones en
estas proteinas asociadas al transporte intracelular (Abeliovich y Gitler, 2016). Andlisis
morfoldgicos como el llevado a cabo por (Shahmoradian et al., 2019) utilizando
técnicas de microscopia electréonica para el andlisis ultraestructural de los cuerpos de
Lewy, han revelado que estos estarian compuestos por abundante material
membranoso agregado, con membranas que parecen originarse de vesiculas y
organulos fragmentados, incluidas las mitocondrias. Estas observaciones corroboran
la idea de que la patologia de los cuerpos de Lewy en la EP podria estar asociada con
un trastorno generalizado del trafico intracelular y de la citoarquitectura del CG, como
consecuencia de un estrés vinculado a la acumulacion o a la agregacion de la a-

sinucleina.

Por ello, en nuestro estudio, se analizaron algunas de las proteinas esenciales
y reguladoras de la citoarquitectura del CG y del trafico de membranas, para examinar
las posibles alteraciones morfologicas y su posible impacto en la fragmentacion del
CG y en la degeneracion neuronal. Los resultados obtenidos, mostraron que el mayor
efecto citopatoldgico producido en las proteinas vinculadas al transporte intra-Golgi
en la SNpc de nuestro modelo de la EP, fue el observado en la SNARE sintaxina-5 y

en la proteina Rabla GTPasa.

Sintaxina->

En el contexto de las enfermedades neurodegenerativas, estudios recientes en
modelos celulares y animales, han revelado que tanto la sobreexpresion como la
delecion de la proteina SNARE sintaxina-5 produce la fragmentacion del CG (Kat et
al., 2022; Suga et al., 2005, 2015, 2022; Zhao et al., 2015), sugiriendo, ademds, que

debe interferir en la modulacion de la respuesta al estrés en este organulo.

El andlisis cualitativo y cuantitativo del inmunomarcaje y de la expresion de la
sintaxina-5> en la SNpc, nos revelé una disminucion estadisticamente significativa de
esta proteina en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc del hemisferio lesionado

con 6-OHDA con respecto al hemisferio control.
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La sintaxina-5, es una SNARE. presente en el transporte anterogrado y
retrogrado entre el RE-CG asociada a las vesiculas COPII, en el transporte retrogrado
entre cisternas intra-Golgi mediado por vesiculas COPI y en el transporte retrogrado
de endosomas al TGN formando complejos con SNARE con otras proteinas como
GosR1, Betl y Ykt6 (Linders et al., 2019). En los estudios llevados a cabo por Linders
et al. (2020) y Renna et al. (2011), se observo en modelos celulares, que la deplecion
de la sintaxina-5 en un modelo celular en fibroblastos, producia alteraciones en la
estructura del CG, en el proceso de glicosilacion y en la autofagia. En la EP, la
disrupcion de la glicosilacion y la autofagia, ambos procesos estrechamente regulados
por la actividad del CG en la via secretora impiden la degradaciéon de sustratos por la
via lisosomal, favoreciendo la acumulacion de compuestos citotdxicos como la o-
sinucleina. Otros estudios, indican que ante procesos de estrés en el RE y en el CG,

se produce una sobreexpresion de la sintaxina-5> (Suga et al., 2015, 2022).

Si bien, estos resultados son similares a los observados por nuestro grupo de
mvestigacion en muestras post-mortem de SNpc de pacientes de P, donde se
observaron acumulaciones ricas en sintaxina-5, similares a las placas amiloides
presentes en la enfermedad de Alzheimer, esta agregacion y/o sobreexpresion de la
SNARE sintaxina-5, podria ser resultado del proceso de agregaciéon proteica resultante
de la iterrupcion del transporte intracelular o como mecanismo de
sobrecompensacion ante el estrés en el CG (T'omas et al., 2021). En estudios previos
de nuestro grupo de investigacion, utilizando un modelo celular de la EP, analizamos
el efecto de la sobreexpresion y la delecién de la sintaxina-5 sobre la citoarquitectura
del CG, y observamos que solo se producia una restauracion de la morfologia del
organulo en las células que se modificaron para eliminar la expresion de esta SNARE
(Rend6n et al., 2013). Por lo que es poco probable que la sobreexpresion o
acumulacion de la sintaxina-5 observada en muestras post-mortem de pacientes de la
EP y en modelos celulares, sea dada como un mecanismo de compensacion ante la
disrupcion de la citoarquitectura del CG, sino mis bien como un producto de la

mterrupciéon del transporte intracelular.

Por tanto, la disminucién en la expresion de la sintaxina-5 encontrada en
nuestro modelo podria estar relacionada directamente con la alteracion inicial en la
citoarquitectura del CG y en el proceso de exocitosis, pudiendo favorecer la

acumulacion de compuestos citotoxicos como la a-sinucleina.
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Rabla

La fragmentacién del CG en modelos celulares de la EP es un fenémeno que
se revierte con la sobreexpresion de la Rabla GTPasa (Coune et al., 2011; Galea et
al., 2015; Saraste, 2016). Si bien la sobreexpresion de Rabla no puede detener
completamente la neurodegeneracion, mejora la funcion motora en modelos animales
de la EP (Coune et al., 2011). La LRRK2, una de las proteinas que mas se han
vinculado con el desarrollo de la EP, en concreto, la LRRK2 con la mutacién
G2019A, interactia y fosforila a la Rabla, favoreciendo la neurodegeneracion en
modelos celulares (Caracci et al., 2019), indicando la importancia de esta GTPasa en
el mantenimiento de la citoarquitectura del CG y del trifico intracelular en la

citopatologia de la EP.

La Rabl es una pequeiia GTPasa que juega un papel crucial en el transporte
vesicular entre el RE y el CG, asi como en el mantenimiento de la estructura y funcion
del CG. Esta proteina se localiza principalmente anclada a las cisternas de las regiones
cis y medial del Golgl. Su principal funcion reside en la regulacion de la formacion de

vesiculas en el RE, su transporte a través del ERGIC y el CG (Saraste, 2016).

El estudio morfoldgico de la distribucion de la Rabla GTPasa, mostro
diferencias significativas en el marcaje de la proteina entre las muestras de SNpc del
hemuisferio control y el hemisferio modelo de la EP. En este caso, observamos como
el patrén yuxtanuclear y citosolico caracteristico de la proteina en las neuronas
dopaminérgicas del hemisferio control, cambiaba a una marcaje de pequenios
agregados. Esta distribucion, estarfa principalmente vinculada a la fragmentacion del
CG en cuyas membranas se encuentra anclada la Rabla GTPasa. Ademads, en nuestro
estudio, el analisis cuantitativo de la senal de inmunofluorescencia revelé un aumento
en la intensidad del inmunomarcaje en la region perinuclear, que posteriormente se

confirmé mediante andlisis bioquimico de la expresion de la Rabla en la SNpe.

Por lo que concluimos que en el modelo de rata hemiparkinsoniana inducido
por 6-OHDA, al igual que en estudios anteriores llevados a cabo por nuestro grupo
de mvestigacion en el modelo celular inducido por 6-OHDA y en muestras post-
mortem de SNpc de pacientes con la EP (Rendon et al., 2013; Tomas et al., 2021), la
Rabla se encuentra ligeramente sobreexpresada en las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc afectadas de la EP. Este dato, no es sorprendente, debido a que la Rabla, es

una GTPasa que se ha vinculado fuertemente con la fragmentacién del CG vy el
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progreso de la citopatologia de la EP. El mecanismo por el cual la Rabla interviene
en la recuperacion de la estructura del CG, reside en su interaccién con varias
proteinas de anclaje y complejos union intra-Golgi, como son pl15 y GM130, que

facilitan la fusion de vesiculas y la organizacion de las cisternas del CG (Saraste, 2016).

Nuestros resultados apoyan la teoria de que la sobreexpresion de esta proteina
en la SNpc, puede ser resultado de un mecanismo de compensacién ante la
fragmentacién del CG, pudiendo ser esta dltima, debida a la presencia de las formas
oligoméricas citotoxicas de la a-sinucleina en la EP, previas a la formacién de cuerpos
de Lewy, que interrumpen el trifico de proteinas en el organulo (Cooper et al., 2006;
Coune etal., 2011; Lashuel y Hirling, 2006; Rendon et al., 2013), o a otras condiciones
citopatoldgicas como la desregulacion de otras proteinas vinculadas al transporte
mtracelular. Ademas, se ha observado que la fragmentacién del CG causa un déficit
lisosomal, que afectaria a la actividad de degradacion proteica por medio de enzimas
proteoliticas como la catepsina-D, favoreciendo la acumulacion de proteinas como la

dopamina o la a-sinucleina (Sevlever et al., 2008).

GRASP6S

Otra de las proteinas alteradas en las muestras del modelo de EP, fue la
GRASP65. A pesar de existir diversos estudios que analizan el papel de la GRASP65
como proteina de anclaje esencial en la estructura del CG, son escasos los trabajos de
mvestigacion en la EP que icluyen un andlisis de esta proteina. Siendo este estudio,
a nuestro conocimiento, el primero en el que se evalta la GRASP65 en neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, en el modelo hemiparkinsoniano de rata inducido por 6-

OHDA.

La GRASPG6) es una proteina de anclaje presente en el cis-Golgi en estrecha
vinculacion con la GM130, y cuya deplecion o fosforilacion tiene como consecuencia
la fragmentacion del CG (Ahat et al., 2022; He et al., 2020; Joshi et al., 2015), mientras
que su sobreexpresion inhibe parcialmente la fragmentacién del CG (Shirai y
Yamauchi, 2024). El inmunomarcaje de la GRASP65 en neuronas dopaminérgicas de
la SNpc tras la microinyeccién de 6-OHDA, mostro una distribucion alterada de la
proteina, correspondiéndose con un patrén difuso citosélico, en contraste con el
marcaje mas concentrado en la region perinuclear observado en las células de las

muestras control. Esta distribucion, debido a la localizacion en la cara cis-Golgi del
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complejo GRASP65-GM130, se correlaciona con la fragmentacion y dispersion del

CG en el citoplasma.

Tras el analisis bioquimico, observamos una ligera reducciéon en el nivel de
expresion de la GRASP65 en el hemisferio lesionado por la 6-OHDA, con respecto
al hemisferio control, similar a los resultados obtenidos en muestras humanas post-
mortem de SN (Tomas et al., 2021). Esta disminucion en el nivel de expresion de la
proteina GRASP65 podria deberse a la degeneracion de neuronas dopaminérgicas
observada en las muestras de SNpc del modelo inducido por 6-OHDA o, de forma
similar, a lo que se produce en el proceso de mitosis, podria ocurrir una fosforilacion

en la proteina que favoreciese la fragmentacion del CG (Wel y Seemann, 2017).

Proteinas del citoesqueleto

Actualmente, existe evidencia de que, en condiciones normales, una de las
funciones de la a-sinucleina, consiste en su unién con las tubulinas para inducir la

polimerizacion de los microtibulos (Alim et al., 2004).

En la EP, algunas mutaciones en la a-sinucleina, como la A>3T y E46K, en
la LRRK2 0 en la Parkin, incrementan la afinidad de estas proteinas para unirse a los
microtdbulos que componen el citoesqueleto neuronal, interfiriendo en la estabilidad
de su estructura y en el transporte axonal, procesos esenciales en la funcion neuronal.
Eistas alteraciones contribuyen a la desestabilizacion de los microtibulos, lo que afecta
negativamente al transporte de vesiculas sindpticas y organulos como las mitocondrias,
favoreciendo la acumulacion de agregados proteicos (Calogero et al., 2019; Pellegrini

etal., 2017).

Ademais, estudios como el llevado a cabo por Chen et al. (2007) en un modelo
celular de la EP, evidencian la vinculacion del citoesqueleto con las alteraciones
presentes en la citopatologia de la EP. En este estudio, se describié que las formas
oligoméricas de la a-sinucleina presentes en el medio extracelular, penetran en las
células dopaminérgicas con mayor afinidad que las formas monoméricas. Estas formas
oligoméricas aberrantes de la a-sinucleina, a su vez, se relacionaron de forma
significativa con la interrupcién de la polimerizacién de los microtibulos,

favoreciendo la degeneraciéon neuronal.
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Actualmente, son escasos los trabajos en modelos animales de la EP que
mcorporen el andlisis del citoesqueleto, siendo este estudio, a nuestro conocimiento,
el primer estudio basado en el modelo animal de la EP inducido por 6-OHDA, que
mcorpora el andlisis de proteinas del citoesqueleto en las neuronas dopaminérgicas.
En el estudio llevado a cabo por Lu et al. (2014) en un modelo celular de la EP
mducido por 6-OHDA, observaron la desestabilizacion de los microtibulos en los
axones de las neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, en este mismo estudio,
descartaron la posibilidad de que las alteraciones en el citoesqueleto fuesen eventos
miciales en la citopatologia producida por la 6-OHDA, puesto que tan solo 30 minutos
después del tratamiento con la toxina, observaron diversas alteraciones en el
transporte vesicular y la actividad mitocondrial, mientras que la desestabilizacion de
los microtibulos no fue significativa hasta pasadas las 24 horas de exposicion a la 6-
OHDA. Estos resultados, indican que, si bien la estructura del citoesqueleto puede
verse comprometida en el transcurso de la EP, en el modelo inducido por 6-OHDA,

podria tratarse de una consecuencia de otras alteraciones previas.

En el presente estudio, al igual que observamos en estudios previos de
nuestro grupo con un modelo celular de la EP y en los estudios con muestras post-
mortem de la SN humana de pacientes de EP, el citoesqueleto de las neuronas
dopaminérgicas no parecid presentar alteraciones en la distribuciéon o en la expresion
de proteinas claves de sus diferentes componentes, sugiriendo que es poco probable
que el citoesqueleto se encuentre alterado en este tipo de neuronas en el modelo de
rata inducido por la microinyecciéon unilateral de 6-OHDA, segiin nuestras
condiciones de estudio. Con este resultado podemos descartar que la causa de la
fragmentacion del CG y de la alteracion en la distribucion de proteinas involucradas
en el transporte intracelular pueda ser debida exclusivamente al estado o a la

organizacion del citoesqueleto (Rendon et al., 2013; Tomds et al., 2021).

4. El sistema nervioso entérico como nuevo tejido de estudio en el

diagnostico de la enfermedad de Parkinson: Nueva perspectiva holistica

4.1. La propagacion de la a-sinucleina: Teoria del "bottom-up" vs “top-down”
proj I I

Desde que (Braak et al., 2003) presentaron la hipétesis de que la patologia de
la EP esporddica se propaga desde SNE a través del nervio vago hacia el nticleo motor

dorsal del vago y luego hacia la SN y las estructuras corticales, han surgido multiples
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estudios que apoyan la propagacién "bottom-up” o “top-down” de la patologia. Estas
teorias se basan en que el SNC estd conectado bidireccionalmente con el SNE por
fibras aferentes (8096-90%) y eferentes (109%-209) del nervio vago, cuyos somas se
encuentran en los ganglios vagales periféricos y en el ntcleo dorsal del nervio vago
respectivamente (Derkinderen et al., 2011; Uesaka et al., 2016). En relaciéon con estas
teorias, en el estudio llevado a cabo por Kordower et al. (2008), se realizé un andlisis
post-mortem del tejido cerebral de pacientes de EP que se sometieron a un trasplante
de neuronas dopaminérgicas en el cuerpo estriado con el fin de mitigar los efectos de
la patologia. Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que las neuronas
trasplantadas presentaban cuerpos de Lewy, respaldando firmemente la idea de que

la a-sinucleina podria propagarse entre las células proximas.

“Bottom-up”

En los dltimos aiios, se han realizado multiples investigaciones para demostrar
la propagaciéon de la proteina o-sinucleina entre neuronas desde el SNE al SNC a

través del nervio vago, respaldando la teoria del “bottom-up”.

Estudios como el llevado a cabo por Holmquvist et al. (2014) en un modelo
animal de rata, describieron la presencia de formas fibrilares patogénicas de la o-
sinucleina en el nucleo dorsal del nervio vago tras solo 12 horas desde su inyecciéon
en las paredes del duodeno de los animales, indicando la posibilidad de la
propagaciéon de la proteina desde el SNE hasta el SNC. Esta teoria, ademis, es
respaldada por estudios recientes en pacientes en los que la vagotomia troncal resulta
en un menor riesgo de desarrollar EP en comparacién con la poblacion normal
(Svensson et al., 2015), mientras que, en el modelo animal de raton, se ha observado
que esta vagotomia impide la propagaciéon de a-sinucleina mal plegada myectada en
el tracto gastroimntestinal (Kim et al.,, 2019). Algunos estudios indican que la
desregulacion del sistema inmunoldgico, la inflamacion o los cambios en el
microbioma y la permeabilidad de la mucosa entérica, podrian ser los factores

iductores de la citopatologia en el SNE (Balestrino y Schapira, 2020).

“Top-down”

También existe una fuerte evidencia a favor de la teoria "top-down'. Por

¢jemplo, la inyeccion bilateral en la SNpc de o-sinucleina humana en un modelo de
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rata a través de un vector virico, indujo alteraciones significativas en el SNE y en el
microbioma intestinal. Sin embargo, en este estudio la a-sinucleina humana no se
detecto en el SNE, incluso varios meses después de su administracion (O’Donovan et
al., 2020). En un estudio similar en modelo de rata, la inyeccion unilateral de o-
sinucleina humana en la SNpc y en el nucleo dorsal del nervio vago, mostro en ambos
casos que la o-sinucleina se transmitia desde estas regiones al tracto gastrointestinal

(Ulusoy et al., 2017).

Recientemente, en el modelo de rata de la EP inducido por la microinyeccion
unilateral de 6-OHDA en el cuerpo estriado, se han detectaron niveles elevados de la
proteina GFAP y de a-sinucleina en el colon tras la lesion en el SNC, lo que sugiere
que las mteracciones entre el SNE y el SNC en la EP son bidireccionales y que el

proceso perjudicial podria iniciarse en el cerebro (Cui et al., 2023).

En nuestro estudio, los resultados obtenidos apoyan la teoria de la transmision
de la citopatologia de la EP del SNC al SNE, revelando que los efectos citopatoldgicos
y la degeneracién en las neuronas dopaminérgicas producidos por la microinyeccion
unilateral de 6-OHDA en la SNpc de rata, se reproducen de forma similar en las
neuronas dopaminérgicas de los plexos nerviosos del SNE. A pesar de los posibles
origenes de la citopatologia de la EP, las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales y

entéricas expresan factores de transcripeiéon y patrones de excitabilidad similares.

Ademis, hemos observado que la degeneracién neuronal en los plexos
entéricos de colon proximal y de colon distal, de las muestras lesionadas con 6-
OHDA, esti especificamente restringida a las neuronas dopaminérgicas, no
observindose diferencias significativas en la densidad de otras poblaciones neuronales
(NOS y ChAt positivas), lo que demuestra que nuestros resultados no estin
relacionados con un dano inespecifico de las neuronas en el SNE. La razén por la
cual las neuronas dopaminérgicas se ven particularmente afectadas en la EP sigue
siendo objeto de estudio. Una de las posibles causas de la afectacion de la patologia
de la EP en las neuronas dopaminérgicas del SNE podria deberse a que, como
senalaron Braak et al. (2003) las neuronas con axones no mielinizados o pobremente

mielinizados son mas sensibles a la patologia de los cuerpos de Lewy.

Ademas, las neuronas dopaminérgicas del SNE, podrian ser mds sensibles a

las toxinas debido a la falta de una barrera hematoencefalica (Chalazonitis et al., 2022).
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Nuestros resultados revelan que la microinyeccion unilateral de 6-OHDA en
la SNpc, también origina una respuesta proinflamatoria en el SNE, con un aumento
significativo del inmunomarcaje de células gliales en plexos nerviosos del colon

proximal y del colon distal, en comparacion con las muestras control.

Esta respuesta inflamatoria en plexos nerviosos de colon en el modelo de rata
mducido por 6-OHDA, también se ha descrito muy recientemente en el estudio
llevado a cabo por Thomasi et al. (2022) en las primeras 48 horas tras la lesion
dopaminérgica en la SNpc. Este estudio, junto con los resultados obtenidos en nuestro
andlisis, podrian indicar que la neuroinflamacién en el SNE es un evento temprano
en la citopatologia de la EP, al igual que se ha descrito en la SNpc (Wachter et al.,
2010; Walsh et al., 2011). Sin embargo, el papel de la glia en la patologia de la EP es
controvertido. Las células gliales entéricas son similares a los astrocitos del SNC y
representan un punto de union entre el SNC y el SNE (Sharkey y Mawe, 2023). Ante
la presencia de moléculas patogénicas como podria ser las formas oligoméricas de la
a-sinucleina, se produce una proliferacion de células gliales entéricas, que tendria
como consecuencia la iberacion de citoquinas y factores neurotrépicos que a su vez
podrian ser daninos para las células adyacentes como las neuronas dopaminérgicas

(Walsh et al., 2011), lo que podria exacerbar la lesiéon dopaminérgica.

Historicamente, el marcador citopatologico de la EP ha sido la agregacion de
la a-sinucleina en las neuronas nigroestriales, aunque la formacion de cuerpos de
Lewy no estd restringida a estas neuronas. Diversos estudios han descrito la presencia
de cuerpos de Lewy en el nicleo motor dorsal del nervio vago y en dreas fuera del
SNC, incluyendo el SNE (Travagli et al., 2020). Estudios iniciales de la citopatologia
de la EP en el SNE, describieron la presencia de cuerpos de Lewy en los plexos
entéricos de pacientes con la enfermedad (Qualman et al., 1984; Wakabayashi et al.,
1988, 1989), sugiriendo que el SNE podria ser un tejido idoneo de estudio para
favorecer un diagnéstico pre-mortem adecuado para la enfermedad. Sin embargo,
estos resultados no se correlacionaron con la disfuncion gastrointestinal, describiendo
cuerpos de Lewy también presentes en individuos sanos. Otros estudios apoyan el
hecho de que la cuantificaciéon tnicamente de los niveles de a-sinucleina en el tracto

GI, podria llevar a un diagnostico erroneo de EP (Bu et al., 2019).

En nuestro modelo animal inducido por 6-OHDA, no se observaron cuerpos

de Lewy en neuronas dopaminérgicas de plexos nerviosos de colon proximal y de
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colon distal, siendo un resultado muy similar al observado en el estudio de la SNpc.
Sin embargo, nuestros resultados muestran que en este modelo si puede existir una
redistribucion y concentracién citoplasmitica de la proteina a-sinucleina en las

neuronas dopaminérgicas del SNE.

Hasta la fecha, estos hallazgos reflejan la cuestionable validez de la -
sinucleina como tnico biomarcador de la patologia de la EP, mostrando la necesidad
de extender el andlisis a otros aspectos de la enfermedad y asi por ello, la importancia
de encontrar otros indicadores citopatologicos (Fricova et al., 2020; Harsanyiova et al.,
2020). También seria necesario analizar si las formas patogénicas de la a-sinucleina
en el tracto GI estan restringidas a los pacientes con EP (Fricova et al., 2020). A
diferencia de los estudios llevados a cabo en muestras humanas post-mortem de SNpc
donde se han detectado cuerpos de Lewy en individuos sanos, algunos estudios
sugleren que estas formas oligoméricas aberrantes de la a-sinucleina podrian estar
presentes tnicamente en el SNE de pacientes de EP (Sprenger et al., 2015; Vascellar
et al., 2023). En este contexto, en nuestro modelo animal inducido por 6-OHDA,
tampoco se detectaron alteraciones en la distribucién de la proteina o-sinucleina en

las muestras de colon proximal y de colon distal de los animales control.

Estos resultados podrian indicar que las conformaciones oligoméricas
aberrantes de la a-sinucleina serfan formas citotéxicas iniciales en la patologia de la
EP, con un origen en las neuronas dopaminérgicas del SNE. Mientras que los cuerpos
de Lewy se originarian como subproducto de la interrupcion del transporte
mtracelular, conformindose por a-sinucleina y otras proteinas como desechos no
elimimables, pudiendo ser asi indicadores de una inminente muerte celular. De esta
forma, los cuerpos de Lewy podrian estar presentes en neuronas dopaminérgicas y en

otros tipos neuronales en individuos sin la patologia de la EP.

4.2. La fragmentacion del complejo de Golgi y alteraciones en el trafico

intracelular en las neuronas dopaminérgicas del sistema nervioso entérico

Los resultados obtenidos del estudio de la citoarquitectura del CG en las
neuronas dopaminérgicas del SNE de muestras de colon proximal y de colon distal,
revelan por primera vez, que el CG de estas neuronas se encuentra alterado tras la
microinyecciéon de 6-OHDA en el SNC. Se describen resultados similares a los

obtenidos en el estudio de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc de este mismo
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modelo y en el modelo celular llevado a cabo por nuestro grupo (Rendén et al., 2013),
observando que esta alteracion parece preceder a la formacion de cuerpos de Lewy
en las neuronas dopaminérgicas del SNE en nuestro modelo experimental. Este
resultado, indica que la fragmentaciéon de la estructura del CG también podria tratarse
de un evento temprano en la citopatologia del SNE. A su vez, esta alteracion seria
exclusiva de las neuronas dopaminérgicas, tras el estudio de la citoarquitectura del CG
en otros tipos neuronales. Por ende, se procedié a realizar el estudio morfoldgico
comparativo en las neuronas dopaminérgicas del SNE, entre las muestras de colon
proximal y de colon distal, analizando las posibles alteraciones en las proteinas

vinculadas a la citopatologia del CG descritas en el estudio de la SNpc.

Sintaxina->

Al igual que en el anilisis previo de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
y en estudios de nuestro grupo en el modelo celular y en muestras post-mortem de
pacientes de EP (Rendén et al., 2013; Tomas et al., 2021), detectamos cambios en la
distribucion y la intensidad del inmunomarcaje de la SNARE sintaxina-5 en las

neuronas dopaminérgicas del SNE. de muestras de colon proximal y de colon distal.

Nuestro estudio reveld una reduccion significativa del inmunomarcaje de la
proteina SNARE. sintaxina-5, en las neuronas dopaminérgicas del SNE de las muestras
de colon proximal y de colon distal, resultado similar al descrito en los estudios de
nuestro grupo con el modelo celular de la EP (Rendon et al., 2013). Por el contrario,
no se detectaron los agregados extracelulares enriquecidos con sintaxina-5 descritos

en las muestras post-mortem de SN de pacientes afectados por EP (Tomais et al.,

2021).

En este contexto, estudios recientes han descrito la sobreexpresion de la
sintaxina-5 como potencial respuesta ante el estrés del CG en modelos celulares,
mdicando que esta SNARE podria ser un factor de respuesta a las alteraciones en el
trafico RE-CG (Suga et al., 2015). La ausencia de estas inclusiones y de cuerpos de
Lewy en nuestro modelo animal puede deberse a que, en este modelo, al igual que en
los pacientes de EP, estos agregados proteicos podrian tardar un mayor tiempo en

formarse.

Esta proteina SNARE no solo estd involucrada en el transporte RE-CG (Hay

y Chao, 1997; Hui et al., 1997), sino también en las etapas finales de la autofagia. Por
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lo tanto, la deplecion de esta proteina SNARE favoreceria una disfuncién lisosomal y
la acumulacion de autofagosomas (Renna et al., 2011), promoviendo la acumulacion
de proteinas como la a-sinucleina y aumentando la vulnerabilidad de estas neuronas.
Curiosamente, esta proteina SNARE también estd involucrada en la eliminacion de

inclusiones proteicas insolubles (Babazadeh et al., 2019).

Rabla

A diferencia de la sintaxina-5, solo se observaron diferencias leves en la
distribucién de la Rabla en las neuronas dopaminérgicas de los plexos entéricos tras
la inyecciéon de 6-OHDA, en comparacion con las muestras control. Por lo tanto, el
uso de esta G'TPasa en este modelo animal como un indicador para el diagnéstico
temprano de la enfermedad en el SNE, es limitado. Sin embargo, no sabemos si este
resultado también sucede en los pacientes de EP, ya que la enfermedad se desarrolla
durante un periodo muy prolongado. Como se indicé anteriormente, la proteina
Rabla G'TPasa se ha descrito como un factor protector ante la neurodegeneracion,
recuperando mediante su sobreexpresion la morfologia del CG, protegiendo contra
la toxicidad de la o-sinucleina y previniendo la formacion de agregados (Martinez-

Menirguez et al., 2021; Rendén et al., 2013).

Por lo que, los niveles de expresion relativamente bajos de esta proteina en
nuestro modelo podrian estar relacionados con la ausencia de cuerpos de Lewy y la

degeneracion inicial de neuronas dopaminérgicas en los animales de nuestro estudio.

GRASP-65

Al igual que en las muestras de SNpc del modelo inducido por 6-OHDA, la
distribucién de la GRASP6S5 también se observé alterada en las neuronas
dopaminérgicas del SNE en muestras de colon proximal y de colon distal, en
comparacién con las neuronas de muestras control. Estos resultados sugieren que la
GRASP-65 se distribuye de forma dispersa en el citoplasma de las neuronas
dopaminérgicas del modelo de la EP debido a la estrecha union a la proteina

estructural GM130 y a la fragmentacion del CG.

Sin embargo, la cuantificacién de la intensidad del inmunomarcaje no reveld

diferencias entre las neuronas dopaminérgicas del SNE del modelo inducido por 6-
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OHDA y las neuronas de las muestras control, indicando que es poco probable que
se encuentren alterados los niveles de expresion de esta proteina en el SNE en nuestro

modelo experimental de la EP.

Citoesqueleto

A su vez, el andlisis del citoesqueleto de las neuronas dopaminérgicas de las
muestras de colon proximal y de colon distal, no mostré alteraciones, siendo un
resultado similar al obtenido en la SNpc, por lo que es poco probable que la
organizaciéon del citoesqueleto pueda estar involucrada directamente en las
alteraciones del trafico intracelular y la organizacion estructural del CG descritas en el

SNE.

5. Posibles vias de transmision de la enfermedad de Parkinson:

Nuevas perspectivas futuras

5.1. Via nerviosa autonoma

En nuestro estudio encontramos que la microinyeccién unilateral de 6-
OHDA en la SNpc¢, indyo el mismo efecto intracelular en las neuronas

dopaminérgicas de las muestras de colon proximal y de las muestras de colon distal.

Los nervios esplicnicos pélvicos son los responsables de la mervacion
parasimpatica del colon distal, a diferencia del colon proximal que es el nervio vago,
por lo que, si la transmision de la citopatologia de la EP fuese exclusivamente a través
de la via autébnoma del nervio vago, no esperariamos observar alteraciones
citopatoldgicas en las neuronas dopaminérgicas de los plexos nerviosos de la porcion
distal del colon. Sin embargo, estudios recientes muestran la evidencia que el nervio
vago participaria también en la inervacion del colon distal en modelos murinos. En
este contexto, gracias al uso de trazadores neuronales en modelos animales de rata y
ratén, se han identificado proyecciones aferentes del colon distal en el nicleo dorsal

del nervio vago (Herrity et al., 2014; Wang et al., 2024).
A su vez, en el estudio en ratén, se observaron que algunas de estas vias

aferentes inervaban nicleos catecolaminérgicos del SNC, indicando una conexiéon

bidireccional entre el colon distal y el SNC a través del nervio vago.
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Estas fibras a su vez no parecen estar involucradas en la percepcion del dolor,
funcion la cual se atribuyen a los nervios esplacnicos pélvicos, sino en funciones como
la motilidad y los reflejos autonémicos (Herrity et al., 2014). Siendo esta, una posible
explicaciéon de la similitud de nuestros resultados en las muestras de colon proximal y
de colon distal, asi como de la transmision de la citopatologia desde el SNC al SNE y
viceversa. Este hallazgo, desalia el modelo tradicional de inervacion extrinseca del
SNE del colon distal, sugiriendo que el colon distal podria constar de una inervacion
aferente dual de fibras nerviosas de los nervios pélvicos espldcnicos y del nervio vago.
En este contexto, las fibras vagales podrian estar involucradas en la deteccion de
estimulos especificos como podrian ser sefiales quimicas o de distensiéon leve,
mientras que las fibras procedentes de los nervios pélvicos podrian estar relacionadas

con estimulos nociceptivos o distensiones severas.

Esta teoria podria respaldarse por estudios como el llevado a cabo por Liu et
al. (2017) en una cohorte retrospectiva, en el que se revelé que la vagotomia solo
produce un efecto positivo en la reduccion del riesgo de padecer EP en pacientes que
se han sometido a una vagotomia troncal completa, a diferencia de los que se han
sometido a una vagotomia selectiva en el estbmago para el tratamiento de tlceras
peptidicas, indicando la implicacién de otras regiones del SNE en la transmision de la

patologia.

En este contexto, en un estudio experimental en ratones, Kim et al. (2019)
myectaron formas fibrilares de la a-sinucleina en las capas musculares del duodeno y
el piloro, regiones del tracto GI que estin mervadas por el nervio vago. Un mes
después de la inyeccion, se identificaron estas formas de la a-sinucleina en el nicleo
dorsal del nervio vago y posteriormente en las regiones caudales del tronco encefilico.
Finalmente, describieron que el procedimiento de vagotomia bloque6 casi por
completo la propagaciéon de la a-sinucleina desde el tracto GI al SNC, apoyando la
teoria de la propagacion de formas patogénicas de la proteina a través de la via
autonoma por el nervio vago. La amplia distribucion de los agregados de la a-
sinucleina en los nervios autonomos y la comunicacion bidireccional del SNE con el
SNC aportan evidencia solida que respalda esta hipétesis. A su vez, en condiciones in
vivo, las formas fibrilares patogénicas de la a-sinucleina previas a la formacién de
cuerpos de Lewy en el SNC, podrian propagarse a los nervios autébnomos y luego
transferirse a tejidos periféricos mediante mecanismos como el transporte de

macromoléculas, endocitosis, exocitosis o procesos neuroendocrinos (Yang y Zhang,
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2024). Por el contrario, en base a este mismo razonamiento, la o--sinucleina patogénica
originada en el SNE también podria cruzar la barrera hematoencefilica y transportarse

al SNC a través de la vias vagal.

Sin embargo, existen estudios que indican que la densidad de inervacion vagal
disminuye distalmente y experimentos utilizando trazado neuronal han demostrado
que el colon distal puede recibir una inervacion vagal limitada (Vizzard et al., 2000),
por lo que esta se encuentra en debate actualmente. Esto resalta la complejidad de la
mervacion extrinseca del SNE. y abre nuevas dreas de mvestigacion para profundizar

en el conocimiento de la comunicacion entre el SNE y el SNC.

Estos hallazgos, junto con la similitud en los resultados obtenidos en nuestro
estudio en las muestras de colon proximal y de colon distal, nos condujeron a la
hipétesis de la posible existencia de vias alternativas de transmisiéon de la citopatologia

producida por la microinyecciéon de la toxina 6-OHDA desde el punto de inyeccion.

5.2. Exosomas

En este contexto, las formas de la o-sinucleina mal plegadas podrian ser
secretadas al entorno extracelular, induciendo el mal plegado en las neuronas vecinas
de manera similar a los priones, lo que apoya la hipotesis de Braak et al. (2003) (Savitt
y Jankovic, 2019; Zhang et al., 2018). Los mecanismos moleculares de la
mternalizacion de la a-sinucleina extracelular no se comprenden bien, pero la
endocitosis mediada por receptores parece ser un posible mecanismo (Hasegawa et

al., 2017).

Ademas de la endocitosis, algunos estudios recientes han teorizado que parte
de la a-sinucleina extracelular podria ser transferida de célula a célula a través de
exosomas, que son pequenias vesiculas de origen endosomal (Hasegawa et al., 2017).
Estas contienen proteinas, lipidos y ARN especificos de la célula y se encuentran
mmplicados en la comunicacion intercelular en el SNC, asi como en el mantenimiento

celular al eliminar materiales no deseados.
Las neuronas y las células ghales pueden liberar exosomas que se encuentran

en el plasma sanguineo y el liquido cefalorraquideo, pudiendo ser una forma de

permitir que las formas citotoxicas de la o-sinucleina alterada salga del medio
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mtracelular (Hasegawa et al., 2017; Mavroeidi et al., 2022; Stefanis et al., 2019). Esto
ha llevado al estudio de exosomas de muestras de saliva, orina o sangre de pacientes

de la EP como posibles biomarcadores prematuros de la enfermedad (Rastogi et al.,

2023).

En nuestro estudio, el andilisis morfolégico y bioquimico de proteinas
presentes en la membrana de exosomas, revelé un cambio de distribucion junto con
el aumento significativo en el inmunomarcaje de la proteina Rab3a GTPasa en las

muestras del SNE de muestras tanto de colon proximal como de colon distal del

modelo inducido por 6-OHDA.

Sin embargo, de forma llamativa, no detectamos diferencias apreciables en la
distribucién de la proteina Rab3a entre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc del
hemuisferio control y el hemisferio modelo de la EP, y el andlisis bioquimico no revel
diferencias estadisticamente significativas en la expresiéon de la proteina entre las
muestras de SNpc de controles y del modelo de EP. En el estudio llevado a cabo por
Lv et al. (2022), se describi6 la union de las formas aberrantes fosforiladas de la -
sinucleina con la Rab3a en los terminales sindpticos, la cual inhibia la funcion de
hidrolisis de la GTPasa, inhibiendo la liberacion de las vesiculas. Por lo que el
aumento del inmunomarcaje de esta GTPasa en nuestro modelo animal tras la
microinyeccién de 6-OHDA en la SNpc, en las neuronas dopaminérgicas del SNE,
podria deberse a este acimulo intracitoplasmético de vesiculas sindpticas. A su vez,
esta acumulacion de vesiculas positivas para el inmunomarcaje de la Rab3a también
podria estar vinculada a la disrupcion del transporte vesicular en el TGN vy de la
actividad lisosomal producida por la fragmentacion del CG y la alteracion de proteinas

como la sintaxina-5.

Posteriormente, el estudio morfologico y ultraestructural de la distribucion de
la tetraspanina CD63, la cual se encuentra especialmente enriquecida en la membrana
de exosomas, también revelé6 un aumento significativo en su Inmunomarcaje en
neuronas dopaminérgicas de la SNpc y del SNE de las muestras del modelo inducido
por 6-OHDA. En este caso, el andlisis ultraestructural también mostré una mayor
presencia de endosomas tardios y de vesiculas inmunomarcadas para la CD63 en las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc de animales del modelo inducido por 6-OHDA
en comparacién con las muestras de los animales control. Estos resultados son

similares a los obtenidos en estudios anteriores en muestras de saliva de pacientes de
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EP, dénde se ha observado una mayor presencia de vesiculas extracelulares
mmunomarcadas con anticuerpos para la proteina CD63 (Rastogi et al., 2023). Este
aumento del inmunomarcaje de la CD63, podria indicar también un aumento de la
densidad de estos intermediarios de transporte en las neuronas dopaminérgicas tanto
de SNpc como en las neuronas dopaminérgicas del SNE de nuestro modelo
experimental. Ademds, el contenido de los exosomas también parece variar entre las
muestras biologicas de individuos sanos y pacientes de la EP. El estudio llevado a cabo
por Tong et al. (2022), evidenci6 el aumento en distintos micro RNAs en exosomas
de muestras de sangre y fluido cerebroespinal de pacientes de EP en comparacion

con las muestras de pacientes sanos.

Algunos de los genes vinculados a la patologia de la EP descritos
anteriormente, como el gen para la LRRK2, también se han vinculado con la
regulacion de la biogénesis vy la liberacion de exosomas. Actualmente, se ha descrito
que la LRRKZ2 alterada, interacciona con las proteinas Rab5b y Rab7 G'TPasas, de las
cuales, la Rabdb participa en la formacion de los endosomas tempranos, mientras

que la Rab7 interviene en la maduracion de los endosomas tardios y su fusion con los

lisosomas (Mavroeidi et al., 2022).

Recientemente, se ha descrito que las vesiculas extracelulares derivadas del
SNC de pacientes de la EP, contienen proteinas SNARE y formas citotéxicas de la o
sinucleina (Agliardi et al., 2021; Shi et al., 2014). Estas vesiculas pueden atravesar la
barrera hematoencefalica (Shi et al., 2014), por lo tanto, podrian ser un mecanismo
que facilite la comunicacién celular entre el SNCy el SNE y una posible via alternativa

de transmision de las formas citotdxicas de la a-sinucleina en la EP.

Otros estudios, indican que los niveles de a-sinucleina fosforilada, tanto en el
mterior de los glébulos rojos como en las membranas eritrocitarias de pacientes con
EP, son mucho mis altos que los de los controles sanos. Existiendo evidencia de que
la presencia de o-sinucleina oligomérica en eritrocitos podria ser indicativa de una
progresion acelerada de la enfermedad, pudiendo transmitirse de la sangre al SNC
mediante vesiculas extracelulares eritrocitarias a través de la fusién de membranas con

la barrera hematoencefdlica (Matsumoto et al., 2017; Yang y Zhang, 2024).

Sin embargo, también existen estudios que cuestionan el papel de los

exosomas en la transmision de proteinas citotoxicas o priones, en el desarrollo de las
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enfermedades neurodegenerativas. En el estudio de Karampetsou et al. (2020), se
aislaron exosomas del cerebro de ratones transgénicos A53T, un modelo animal
usado para el estudio de la EP por expresar formas patogénicas de la a-sinucleina.
Estos exosomas a su vez, fueron inyectados en el cuerpo estriado de ratones sanos, y
los resultados obtenidos mostraron que, a pesar de la presencia de las formas
oligoméricas patogénicas de la a-sinucleina en los exosomas administrados, no se
detecté una acumulacion significativa de a-sinucleina en el cerebro de los ratones

receptores tras siete meses desde la microinyeccion.

Este hallazgo cuestiona la hipétesis de que los exosomas son vectores de
transmision de citopatologias, pudiendo ser una forma de defensa ante el estrés

originado por los procesos citopatoldgicos que engloban la EP.

6. El complejo de Golgi y el trafico de membranas: Una nueva

perspectiva en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson

A pesar de los avances en la mvestigacion de los procesos citopatoldgicos
derivados de la EP, actualmente se cree que el origen de la enfermedad se debe a un
conjunto de factores genéticos y ambientales que parecen contribuir a la aparicion de
alteraciones en el trafico intracelular, disfuncion mitocondrial, agregacion proteica,
exposicion a estrés oxidativo, deterioro de la autofagia y aparicion de
neuroinflamacién. Aunque el 90% de los casos de EP son de origen esporidico, gran
parte de las mutaciones en proteinas asociadas al desarrollo de la EP, como las
descritas en el gen de la LRRK2, VPS35 o la Parkin, se han vinculado con alteraciones
en el transporte intracelular y la formacion y acumulacion de proteinas citotoxicas

como las formas oligoméricas de la a-sinucleina.

La eliminacion genética de VPS35, no solo induce la acaumulacion de especies
oligoméricas de la a-sinucleina en el SNC, sino que también agrava los deterioros
motores y la degeneracion neuronal en modelos animales transgénicos para la o-
sinucleina. Mientras que estudios de localizacion subcelular de la LRRK2, han
indicado su asociacion con endosomas, lisosomas y CMV en el cerebro de roedores.
Ademis, se ha demostrado que la LRRK2 interactia con varias Rab GTPasas,
incluidas Rab7, Rab32 y Rab38 (Hasegawa et al., 2017). En conjunto, estos hallazgos
genéticos respaldan fuertemente la idea de que los defectos en el trafico intracelular y

las funciones lisosomales son mecanismos implicados en la patogénesis de la EP.
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Las alteraciones en el trifico de membranas mediado por el CG también son
una caracteristica distintiva de los trastornos neurodegenerativos. Los modelos
animales de la EP demuestran cémo la interrupcién del trafico de membranas del RE
al CG por parte de la a-sinucleina contribuye a la degeneracion de neuronas

dopaminérgicas.

Para entender los cambios relacionados con el CG con potencial terapéutico
en diversas enfermedades, es crucial identificar factores moleculares que afecten a sus
caracteristicas estructurales y los procesos de regulacion que estén relacionados.
Numerosos estudios han identificado moléculas estructurales del CG y mediadoras
del transporte intracelular como son la GM130, la GRASP65, o las Rab G'TPasas y
SNAREs que podrian ser objeto de una imvestigacion mds detallada, por su
vinculacion con la fragmentacion del CG, para asi conocer mejor las bases celulares
en el desarrollo de la EP. Ademads, el aumento de la expresion de algunas proteinas
como la Rab1 o la GRASP6), puede proteger a estas neuronas contra la degeneracion
mducida por o-sinucleina, mejorando la supervivencia y el control de la funcion
motora con un beneficio terapéutico mejorado (Mohan et al.,, 2023; Shirai y
Yamauchi, 2024). Las condiciones de estrés, los procesos proapoptéticos y el daiio al
ADN, también comprometen la estructura y funcién del CG mediante la escision de
sus proteinas estructurales. Recientemente, se han identificado seis vias de respuesta
al estrés del CG en c¢élulas de mamiferos, como la via TFE3, que podrian llevar a la
fragmentacion del organulo y a la interrupciéon del transporte intracelular (Shirai y
Yamauchi, 2024). Sin embargo, son necesarios mas estudios que se centren en
desarrollar estrategias para modular de manera especifica el estrés del CG y aplicar

estos hallazgos en aplicaciones terapéuticas.

Ademais, el trafico intracelular regula estrictamente la captacion y secrecion
de proteinas como la o-sinucleina, influyendo asi en el fenémeno de propagacion
transcelular de la citopatologia de la EP. Dado el posible papel de las formas
oligoméricas patogénicas de la a-sinucleina como los vectores de la propagacion de la
citopatologia de forma similar a los priones, actualmente se estin desarrollando
terapias basadas en anticuerpos para la elimiacién de las especies transmisibles de la

a-sinucleina (Lee y Lee, 2016).

De manera alternativa, algunas investigaciones indican la posibilidad de

prevenir la entrada de o-sinucleina en las células bloqueando los procesos de
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endocitosis, ya que cuando los niveles intracelulares de a-sinucleina alcanzan niveles
toxicos o si la via de clasificaciéon de los CMV tardios, se bloquea por alguna razén, la

a-sinucleina podria liberarse a través de la via endosomal (Hasegawa et al., 2017).

Ademis de la posible transmisiébn como prion de la a-sinucleina, varios
estudios han sugerido que los exosomas podrian servir como vehiculos extracelulares
para la propagacion de proteinas en las enfermedades neurodegenerativas como la EP
(Aghardi et al., 2021; Ishiguro et al., 2024; Rastogi et al., 2023; Shi et al., 2014),
destacando de esta forma, el papel del trafico intracelular en la aparicion y transmision
de la citopatologia de la EP. Siguiendo esta linea, las formas citotoxicas de la o-
sinucleina podrian transmitirse no solo Gnicamente a través del contacto neuronal
gracias a la conexion bidireccional entre el SNC y el SNE a través del nervio vago, sino
también a través de vesiculas extracelulares. Siendo esta, una posible explicacion de la
similitud de nuestros resultados en las muestras de colon proximal y colon distal, asi

como de la transmision de la citopalogia desde el SNC al SNE vy viceversa.

En este contexto, diversos estudios respaldan el uso de biopsias de colon
como herramienta para el diagnostico precoz de la EP, centrados principalmente en
la deteccion de la acumulacion de a-sinucleina. El estudio llevado a cabo por Hilton
etal. (2014), demostré que la a-sinucleina se acumula en las fibras nerviosas y ganglios
de biopsias del tracto GI, hasta ocho aifos antes de la aparicion de los sintomas
motores, mostrando la utilidad de las biopsias de colon como potencial tejido de
estudio para confirmar un diagnéstico temprano de la EP. En la revision realizada por
Cersosimo (2015), se destaco la existencia de un gradiente rostrocaudal en la
distribucion de los agregados de la a-sinucleina en el tracto GI, pudiendo relacionarse
con la influencia y la extension del nervio vago a lo largo del tracto. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que las biopsias de colon no solo tienen potencial diagndstico, sino
que también podrian identificar etapas tempranas de la enfermedad, contribuyendo

significativamente a la implementacion de intervenciones preventivas.

Sin embargo, es necesario recordar, que debido a la cuestionable validez de
la a-sinucleina como tnico biomarcador de la patologia de la EP, otros estudios
apoyan el hecho de que la cuantificacion tnicamente de los niveles de a-sinucleina en
el tracto GI, podria llevar a un diagnéstico erréneo de EP, siendo necesario ampliar
el andlisis de la citopatologia a otros aspectos (Bu et al., 2019; Fricova et al., 2020;

Harsanyiova et al., 2020). Entre ellos, la busqueda de otros indicadores patologicos
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mplicados en la citopatologia celular nicial de la EP para facilitar un diagnéstico
temprano en muestras accesibles como son las biopsias de colon o muestras de fluidos

biologicos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio y en estudios anteriores llevados
a cabo por nuestro grupo de investigacion en el modelo celular y en muestras
postmortem de pacientes de la EP, indican que esta fragmentacion del CG es un
evento citopatoldgico temprano en la EP, el cual es poco probable que sea debido a

procesos de apoptosis (Rendon et al., 2013; Tomas et al., 2021).

Aunque los mecanismos exactos asociados con la fragmentacion del CG atn
no se comprenden completamente, los estudios actuales destacan varias dreas de
mvestigacion especificas que podrian desempeniar un papel crucial tanto en la
identificacion de objetivos terapéuticos, como en la comprension de los mecanismos
que mmpulsan esta patogénesis. Basindonos en los resultados de este estudio, la
fragmentacién del CG vy las alteraciones en proteinas esenciales para el mantenimiento
del trifico mtracelular podrian representar componentes clave en el diseno de nuevas
estrategias terapéuticas y de diagndstico. Asimismo, estas alteraciones podrian
consolidarse como una diana prometedora para futuras mvestigaciones sobre la

citopatologia de la EP.
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VI. Conclusiones

En vista de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral,

podemos concluir que:

1. El modelo animal de rata hemiparkinsoniana inducido por microinyeccion
unilateral de 6-OHDA, produce alteraciones en las neuronas dopaminérgicas del
sistema nervioso central y del sistema nervioso entérico, siendo un modelo vilido para

el estudio de las bases celulares y moleculares de la enfermedad de Parkinson.

2. El estudio morfolégico del complejo de Golgi en las neuronas
dopaminérgicas del sistema nervioso entérico como de la sustancia negra pars
compacta confirma la fragmentacién del organulo como un evento citopatoldgico

comun en nuestro modelo experimental.

3. El estudio morfolégico y bioquimico de proteinas involucradas en la
citoarquitectura del complejo de Golgl y en el mantenimiento del trafico intracelular,
revela alteraciones en el patron de distribucion y expresion de las proteinas Rabla
GTPasa y la SNARE sintaxina-5, en neuronas dopaminérgicas, confirmando la
relacion de estas proteinas con la fragmentacion del complejo de Golgi observada en

la citopatologia de la enfermedad de Parkinson.

4. La microinyeccion unilateral de 6-OHDA en la sustancia negra pars
compacta, produce alteraciones citopatologicas similares en las neuronas
dopaminérgicas del sistema nervioso entérico tanto de muestras de colon proximal
como de colon distal. Estos hallazgos sugieren la existencia de una via alternativa para
la transmision de la citopatologia de la enfermedad de Parkinson, ademis de la
mervacion vagal.

5. El estudio morfologico y ultraestructural de intermediarios vesiculares y el
andlisis de la distribucién de proteinas presentes en la membrana de exosomas,
muestra un aumento de estas microvesiculas en la sustancia negra y en el sistema
nervioso entérico de colon de este modelo experimental. Este resultado respalda la
continuidad del estudio de estas vesiculas como posible via alternativa para la

transmision de la citopatologia asociada a la enfermedad de Parkinson.
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Conclusiones

6. En su conjunto, nuestros resultados confirman que las alteraciones en la
citoarquitectura del complejo de Golgl y en la regulacion de proteinas esenciales en el
trafico intracelular, en neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta
y del sistema nervioso entérico, son eventos Iniciales en la citopatologia de la
enfermedad de Parkinson. Estos resultados, sustentan el estudio clinico de biopsias
de colon como alternativa para la bisqueda de nuevos biomarcadores que permitan

mejorar el diagnostico precoz de la enfermedad.
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Anexos

VIII. Anexos.

Anexo 1. Listado de anticuerpos utilizados para el estudio morfologico,

bioquimico y ultraestructural de neuronas dopaminérgicas de la SNpc y el SNE.

Anticuerpo (Origen, tipo y Dilucion Origen Referencia
diana)
. . . Sigma Aldrich ]
Raton Monoclonal Anti-TH IF 1:100 (St Louis, MO, USA) T12991
. . . Py Novus Biologicals (Minneapolis,
Conejo Policlonal Anti-TH 1F 1:200 MN. USA) NB300-109
Concjo Policlonal Anti-NOS IF 1:50 Chemicon International AB5380
(Temecula, CA)
. . Sigma Aldrich
_ R
Cabra Policlonal Anti-ChAT IF 1:50 (St Louis, MO, USA) AB144P
Concjo Policlonal Anti-GFAP IF 1:100 Dako 70334
J ’ (Glostrup, Denmark)
Ratén Monoclonal Ant-GM130 ¥ 1:100 | BD Transduction Laboratories 1|, 5000
(Erembodegem, Belgium)
) . . IF 1:200 Sigma Aldrich .
Raton Monoclonal Anti-syntaxin-5 WB 1:500 (St Louis, MO, USA) 50664
. . . IF 1:100 Santa Cruz Biotechnologies
Conejo Policlonal Anti-RAB1 WB 1:500 (Dallas, TX, USA) SC-311
3 . IF 1:100 BD Transduction Laboratories
Raton Monoclonal Anti-t-syn WB 1:500 (Erembodegem, Belgium) 610786
. . . r Sigma Aldrich anpc
Conejo Policlonal Anti-<ct-syn IF 1:200 (St Louis, MO, USA) S3062
. . . . . Sigma Aldrich oc
Conejo Policlonal Anti3-tubulin ITT ‘WB 1:1000 (St Louis, MO, USA) T2200
) . IF 1:100 Santa Crus Biotechnologies o
Raton Monoclonal Anti-GRASP65 WB 1:500 (Dallas, TX, USA) SC-374423
) . . IF 1:50 Thermofisher (Waltham, MA,
Conejo Policlonal Anti-RAB3A WB 1:500 USA) PA1-770
Raton Monoclonal Anti-CD63 IF 1:50 Abcam (Cambridge, UK) AB193349
Cabra Anti-ratén Alexa-488 IF 1:400 Thennoﬁshe{rjé\gahham, Ma, A-11029
Cabra Anti-conejoAlexa-568 IF 1:400 Thennoﬁshe{rjé\gahham, Ma, A-11011
Conejo Anti-ratonAlexa-568 IF 1:400 Thennoﬁshe{rjé\gahham, Ma, A-11061
Burro Anti-cabra Alexa-488 IF 1:400 Thennoﬁshe{rjé\galﬂiam, Ma, A-11045
Cabra Anti-raton HRP Conjugated ‘WB 1:5000 Calblochemlg;;r; Diego, CA, 401215
. . . . Cell Signaling Technology
Cabra Anti-conejo HRP Conjugated ‘WB 1:5000 (Danvers, MA, USA) 7074
Anti-raton CI 1:200 Dako (Glostrup, Denmark) 70412

* IF: Inmunofluorescencia, WB: Western-blotting, CI: Crioinmunocitoquimica
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Anexo 11. Principales reactivos utilizados para el desarrollo de técnicas para el

estudio morfoldgico, bioquimico y ultraestructural.

Reactivo Origen Referencia
Sigma Aldrich
0-OHDA (St Louis, MO, USA) HI16
. Electron Microscopy Sciences o
Acetato de Uranilo (Hatfield, PA, USA) 22400
Agentes de deteccion de Western- GE Healthcare Life Sciences RPN2106
blot Amersham ECL (Chicago, IL, USA)
Azul Coomassie Thermofisher (Waltham, MA, 20278
USA)
Sigma Aldrich .
BSA (St Louis, MO, USA) Ad503
. Sigma Aldrich
BSA-Acetilada (St Louis, MO, USA) B2518
Cacodilato Sédico Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA) C0250
Coéctel de inhibidores de proteasas Sigma Aldrich $8890
SigmaFast™ (St Louis, MO, USA)
Cryobloc Diapath (Martinengo, Italia) 070130
Thermofisher (Waltham, MA,
DAPI USA) D1306
Entellan® Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 107961
Etanol Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 1009831000
Filtro 0,92 m Pall Medical (Port Washington, NY, HP1002
USA)
Sigma Aldrich o
Formvar (St Louis, MO, USA) 09823
Polysciences
GA (Eppelheim, Alemania) 1909
Gelatina Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 4078
Glicina Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 1042011000
Medio de montaje para Dako $3093
fluorescencia (Glostrup, Denmark)
Bio-Rad Laboratories, (Hercules,
Membrana PVDF CA., USA) 4561083
Metanol Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 1060071000
. Sigma Aldrich -
Metilcelulosa (St Louis, MO, USA) MO0512
Mowiol Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 475904
. Bio-Rad Laboratories (Hercules,
Laemmli 4X CA. USA) 1610747
Papel Whatman® Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) WHA1001325
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Sigma Aldrich
Parafilm® (St Louis, MO, USA) P7793
Sigma Aldrich -
PBS (St Louis, MO, USA) D3652
. L Vortech Pharmaceuticals
Pentobarbital soédico (Dearborn, ML, USA) 9373
Electron Microscopy Sciences -
PFA (Hatficld, PA, USA) 15710
.. Sigma Aldrich
Poly-D-Lisina (St Louis, MO, USA) P7405
Portaobjetos Superfrost Plus™ Thermoﬁshe[rjg\xalﬂlaln, MA, 10149870
Bio-Rad Laboratories, (Hercules,
Geles Protean® TGX CA., USA) 4561083
. Sigma Aldrich
Proteina A-Oro (St Louis, MO, USA) 741957
Rotulador Hidréfobo Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 7377821
Sacarosa Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 1076511000
MP Biomedicals (Santa Ana, CA, .
SDS USA) 102918
Seeblue™ Plus 2 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) LC5925
L. . Sigma Aldrich .
Tetroxido de Osmio (St Louis, MO, USA) 201030
Kit Deteccion Proteica Micro Lowry Sigma Aldrich TP0300
Peterson-Modification (St Louis, MO, USA)
Tris-HCl Merk KGaA (Darmstadt, Alemania) 1083821000
. Sigma Aldrich
™ [s
Triton™ X 100 (St Louis, MO, USA) T9284
Tween® 20 Sigma Aldrich P9416

(St Louis, MO, USA)
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Anexo 1II. QR de los videos de la reconstrucciéon 3D del CG de las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc y del SNE.

Videos 1y 2. Reconstruccion 3D de la citoarquitectura del CG, mediante el
software Imaris. Se observa el CG inmunomarcado con GM130 (verde), en las
neuronas del hemisferio control (video 1) y en las neuronas dopaminérgicas en
el hemisferio lesionado con 6-OHDA (EP) (video 2). Los ntcleos estin

marcados con DAPI (azul).

Video 1. Video representativo del CG en Video 2. Video representativo del CG en
neuronas dopaminérgicas neuronas dopaminérgicas
de la SNpc del hemisferio control de la SNpc del hemisterio EP

Videos 3 y 4. Reconstruccion 8D de la citoarquitectura del CG, realizada
mediante el software Imaris. Se observa el CG inmunomarcado con GM130
(verde) de las neuronas dopaminérgicas del plexo mientérico de las muestras
control (video 3) y muestras del modelo inducido por 6-OHDA (EP) (video 4)

de colon proximal. Los micleos estan marcados con DAPI (azul).

Video 3. Video representativo del CG en Video 4. Video representativo del CG en
neuronas dopaminérgicas neuronas dopaminérgicas de muestras de
de muestras de colon proximal control. colon proximal del modelo EP.

246



Anexos

Videos 5 y 6. Reconstruccion 3D de la citoarquitectura del CG, mediante el
software Imaris. Se observa el CG inmunomarcado con GM130 (verde), de las
neuronas dopaminérgicas del plexo mientérico de muestras control (video ) y
muestras del modelo inducido por 6-OHDA (EP) (video 6) de colon distal. Los

ntcleos estan marcados con DAPI (azul).

Video 5. Video representativo del CG en Video 6. Video representativo del CG en
neuronas dopaminérgicas neuronas dopaminérgicas
de muestras de colon distal control. de muestras de colon distal EP.
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