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Las ideas no duran mucho.
Hay que hacer algo con ellas

SANTIAGO RAMON Y CAJAL (1852-1934)






Qui em conega sabra que no soc una persona de moltes paraules. Pero acabar un doctorat
també comporta acabar un cami on creixes com a persona i com a cientific, i en ambdéds
casos no pots caminar sol. A mi m’han acompanyat magnifiques persones, aix{ que

aprofitaré per a escriure unes quantes paraules més.

Abans que res, la dedicatoria; perqué aquesta tesi la vull dedicar a una persona per a qui
no puc tindre suficients paraules, te la dedique a tu, Eva. El millor que m’ha pogut passar
és 'oportunitat de compartir les nostres vides, recolzant-nos i estimant-nos. M’has donat
I'energia i les ganes per acabar aquest projecte, i amb les mateixes ganes comengarem
junts tots els que ens proposem i arribarem a qualsevol meta que vulguem, perque a

I’horitzé no pot haver-hi millor futur que estar al teu costat.

També he d’agrair als meus pares que haja pogut arribar fins aci i els dedique tot aquest
treball. Des d’aquell joc de quimica i aquell micros-copi em vau despertar l'interés per la
ciéncia i per saber més de tot. Amb tots aquells llibres, amb la musica, amb el suport
perqué poguera estudiar el que m’agradava, amb els valors que m’heu transmés, amb tot
aixd heu format a un fill que esta felic d’haver arribat on esta i que sols pot tindre paraules

d’orgull i agraiment per a vosaltres.

Continue amb Analia, qui m’ha guiat durant aquests anys. Des que em vas acceptar com a
doctorand hem tingut molts moments, des del despatx fins als grans congressos, molts
debats per un bon resultat i encara més quan no eixien els experiments. Pero entre els dos
hem fet endavant aquesta tesi, i també m’has ajudat a arribar on estic ara, en 'ambit
personal i professional. I el fet d’haver arribat al final d’aquest cami també li ho agraisc a
Paco, sempre compartint la teua experiencia i el teu esperit cientific, formant-nos i

ajudant-nos a fer-nos lloc en el mén de la recerca.

I repetisc, aquesta tesi no sols 'he feta jo. He tingut unes quantes mans darrere, sempre
ajudant, en els experiments i en I'etapa del doctorat. La primera, Esther, per a mi i per a
molts has sigut un engranatge principal del laboratori. Ensenyant-nos amb el teu saber

fer, sempre preocupant-te per fer endavant la feina -encara que has vist de sobres com



puc liar-la-, fent que tots ens sentirem acollits i que el laboratori fos més que una feina. I
també, gracies a Vero, tu més que ningu fa que puguem funcionar, que els experiments
puguen eixir com cal, donant-nos un cop de ma fins i tot quan ens costa demanar-lo.
Espere que seguim compartint molt més la complicitat dels frikis, amb les xarrades

interminables de qualse-vol tema des de Star Wars al Japo.

Part d’aquest treball també li 'he d’atribuir a Raquel. Amb la teua ajuda he pogut fer
endavant molta feina que no haguera pogut jo sol, i espere que hages disfrutat del teu pas
amb nosaltres tant com ho he fet jo ensenyant-te. Si per a tot el que faces li poses la
mateixa constancia que amb els nostres experiments, et costara molt menys que a mi
traure-t’ho tot. I també he d’agrair a Sharon que m’haja donat 'oportunitat de treballar
més temps i seguir desenvolupant idees. Sense la teua ajuda, deixant-me formar part d'un

nou projecte, m’hauria costat molt més veure el final d’aquesta etapa.

Amb tota aquesta gent que m’ha ajudat, que m’han prestat les seues mans i ments, també
esta la gent que m’ha ensenyat. Al principi, Mireia, em vas transmetre tot el que sabies,
pero a més de les tecniques i les analisis ens has donat molt més de tu mateixa, sempre
entregada a la resta. Després, Albert, has sigut un mentor per a quasi tots els que hem
passat pel laboratori, infonent-nos I'energia que tant cal per a fer endavant els nostres
doctorats. I també, Diana, hem passat molts moments treballant junts i jo aprenent de tu,
més experiments i viatges a Mundet dels que podem contar, i al final sembla que les

sinucleines ens han donat dues bones tesis als dos.

També vull agrair a la resta del laboratori que heu fet d’aquests anys molt més facils i
acollidors. Primer, a Maria i Leti, amb la vostra feina sempre ens traieu preocupacions
per a treballar en ciéncia, pero amb el vostre anim per ajudar ens feu la vida al laboratori
molt més agradable. A Lluis, espere tindre’t al teu costat a 'escriptori durant molt més i
que no deixes mai les ganes per traure tots els resultats que calguen. A Mireia, tampoc
deixes mai el teu humor i energia ni la teua disposicié a recolzar-nos a tots, perque aixo
més que res t'obrira totes les portes. A Julia, encara que no hem coincidit molt en els
experiments m’alegra haver compartit les nostres idees; potser encara hi haura temps per
compartir alguna manifestaci6. A Valentin, no vas estar molt de temps amb nosaltres pero
ens vas deixar totes les teues ganes per treballar i per fer-ho tot endavant. A Neus, si

continues amb la constancia i la bona feina que has tingut aci segur que aconseguiras



qualsevol objectiu. A Elena i Maurizio, amb els vostres electrodes i el vostre bon humor,
ens heu fet molt més amena la vida en el laboratori. A Anna, que també m’has ajudat a
millorar la feina des de les Comissions i sempre que has tingut ocasié. I des de fora del
laboratori, també vull agrair 'ensenyament d’Elisenda, Anna i Maria, des del microscopi

confocal, i a Lara, amb tots els experiments conductuals.

Pero hi ha vida fora del laboratori, i en el meu cas, he pogut tenir-ne molta. He tingut
molts bons moments i vull viure molts més amb gent que encara he d’agrair. Primer que
ningli, a Samuel i Alvaro, hem sigut quasi germans durant aquests anys, convivint i
compartint-ho tot, donant-nos suport i fent-nos la vida més interessant, dins i fora del pis.
Després, també vos agraisc a Laura i Libertad que m’hageu fet la vida molt més acollidora,
divertint-nos des de qualsevol cafeteria o festa de disfresses fins als carrers de Porto. I
també, a tots els meus amics, que tot i que patim de distancia sempre esteu aci per a quan
ens necessitem, en especial a Alba, que espere no canviem mai i continuem units encara
que ens veiem dos dies a 'any, i als meus col-legues de Cullera, que sempre traieu temps
per a veure’ns, gaudir i respectar la pinta de rigor: Carlos, Alfredo, Miguel, Juan, Diego,

Adri i Sergio.

Per ltim, acabaré agraint a tota la gent que m’ha deixat formar part dels seus cercles, i
que han fet i continuen fent de la meua vida en Barcelona una vida més acollidora i
interessant: a I'Escola de Blues de Barcelona per permetre’m reconciliar-me amb la
musica i descobrir-ne molta més; a les associacions amb que he col-laborat, en especial
Scientists Dating Forum i D-Recerca Precaria, sempre en lluita per fer una ciencia millor
per al mén i un moén millor per a la ciéncia; també a la gent del Seminari d’Economia
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del Partit Socialista Unificat de Catalunya (PSUC-viu) i d’haver-me format amb la seua

joventut; mai deixem de lluitar pel nostre present i per construir un futur millor.






Las sinucleinas son una familia de proteinas pequefas y altamente conservadas en
vertebrados, especialmente abundantes en las neuronas y tipicamente enriquecidas en los
terminales presindpticos, donde participan en la homeostasis y el mantenimiento de la
funcién sindptica. Entre ellas, a- y y-sinucleina (a-Syn y y-Syn) se expresan de modo
abundante en los ndcleos monoaminérgicos del cerebro y modulan varios componentes
de la neurotransmisién, por lo que constituyen dianas moleculares de alto interés en las
enfermedades neuropsiquidtricas y neurodegenerativas. Gran cantidad de evidencias
vinculan a la proteina a-Syn con la enfermedad de Parkinson (PD), incluyendo la
presencia de agregados proteicos insolubles que contienen la forma fosforilada de a-Syn,
asi como mutaciones en el gen que codifica para a-Syn. Sin embargo, se conoce menos
acerca de la y-Syn, que también se ha visto implicada en la fisiopatologia de enfermedades

neurodegenerativas y varias sinucleinopatias.

La presente tesis se ha centrado en el estudio de la distribucién y localizacién celular de y-
Syn en el cerebro de ratén, asi como el papel fisiolégico de la misma en la regulacion de la
neurotransmision dopaminérgica (DA). Para ello se utilizaron dos modelos murinos
diferentes, con: 1) sobreexpresion de y-Syn en las neuronas DA de la substantia nigra
compacta | area tegemental ventral (SNc/VTA) usando un vector adenoasociado con
promotor de citomegalovirus (AAVIO-CMV-mouse-R-Syn), y 2) expresion reducida
(knockdown) de y-Syn en las neuronas DA de SNc/VTA, inducida por oligonucleétidos
inhibitorios (siRNA y ASO). Ademads, también se examind si la terapia no viral basada en
un oligonucledtido antisentido contra a-Syn conjugado con indatralina (IND-1233-ASO),
previamente evaluado en ratones normales y en monos envejecidos, es eficaz en modelos
murinos transgénicos de PD portadores de formas mutadas del gen SNCA

(aSyn*A30P*A53T) y LRRK2 (LRRK2*G2019S).

y-Syn se ha caracterizado expresandose selectivamente en los nticleos monoaminérgicos
del cerebro de ratén: SNc/VTA, ntcleos del rafe (DR) y locus coeruleus (LC), asi como en los
nucleos de la habénula. Mediante la sobreexpresién por AAV10 se han conseguido

duplicar de manera estable los niveles de y-Syn en la SNc¢/VTA. El silenciamiento por la



aplicacion local de un ASO conjugado con indatralina ha reducido un 20-25% la expresiéon
de y-Syn en la SNc/VTA, mientras que la administracién intracerebroventricular ha
reducido sus niveles un 40% en los nucleos monoaminérgicos. Mediante ambos modelos
se ha demostrado que y-Syn modula negativamente la liberacién de DA y la funcién de
recaptacion del transportador de DA en la neurotransmision nigroestriatal y mesocortical.
Ademads, los ratones con sobreexpresiéon de y-Syn mostraron alteraciones en la

coordinacion motora, la memoria a corto plazo y el aprendizaje.

Los ratones transgénicos aSyn*A30P*A53T mostraron incrementos de la forma humana de
a-Syn en la SNc¢/VTA y el LC, con niveles 3-4 veces superiores a la a-Syn enddgena.
Paralelamente, los ratones presentaron una menor liberacién sindptica de DA en el
cuerpo estriado y un mayor aumento de DA frente a la infusién de anfetamina; ademas,
los ratones transgénicos mostraron una menor actividad locomotora y un comportamiento
de tipo ansioso. La administracién intracerebroventricular de IND-1233-ASO durante 28
dias redujo la expresién de la forma humana de a-Syn un 40%, dejando una mejoria en las
alteraciones de la neurotransmisién DA, pero no sobre los déficits conductuales. En el
modelo LRRK2*G2019S, los ratones presentaron un ligero aumento de la expresién de a-
Syn en la SNc¢/VTA; ademas, también se detecté una mayor recaptacion de DA estriatal y
defectos en la memoria a corto plazo. La administracién sostenida de IND-1233-ASO
durante 28 dias no fue capaz de disminuir la expresién de a-Syn en la SNc¢/VTA de los

ratones LRRK2*G2019S.

En conjunto, los resultados de esta tesis han aportado una informacién muy relevante
sobre la localizacion celular y papel fisioldgico de y-Syn en el cerebro. Concretamente, se
ha caracterizado el rol de y-Syn en la neurotransmisiéon DA nigroestriatal y mesocortical, y
se han desarrollado dos modelos que resultan herramientas tutiles para explorar en
profundidad las funciones biolégicas de y-Syn y su implicacién en las sinucleinopatias y
otros trastornos del cerebro. Ademas, se han caracterizado otros dos modelos con
mutaciones frecuentes en los casos familiares de PD, explorando en ellos el potencial
terapéutico de los oligonucleétidos antisentido como tratamiento prometedor parala PDy

otras sinucleinopatias.



Synucleins are a family of small and highly conserved proteins in vertebrates, especially
abundant in neurons and typically enriched in presynaptic terminals, where they take part
in homeostasis and maintenance of synaptic function. Among them, a- and y-synuclein (a-
Syn and y-Syn) are abundantly expressed in monoaminergic nuclei of brain and modulate
several components of neurotransmission, so they constitute high-interest molecular
targets in neuropsychiatric and neurodegenerative diseases. A substantial amount of
evidence links a-Syn protein with Parkinson’s disease (PD), including insoluble protein
aggregates containing the phosphorylated form of a-Syn, and mutations in the gene
coding for a-Syn. However, less is known about y-Syn, which has also been implicated in

physiopathology of neurodegenerative diseases and several synucleinopathies.

The present thesis has focused on the study of the distribution and cellular localization of
y-Syn in the mouse brain, and its physiological role in the modulation of dopaminergic
(DA) neurotransmission. For it, we used two different murine models, with 1) y-Syn
overexpression in DA neurons of substantia nigra compacta/ ventral tegmental area
(SNc/VTA), using an adenoassociated vector with cytomegalovirus promoter (AAV10-CMV-
mouse-y-Syn), and 2) y-Syn knockdown in DA neurons of SN¢/VTA, induced by inhibitory
oligonucleotides (siRNA and ASO). Also, we examined whether non-viral therapy based on
an antisense oligonucleotide against a-Syn conjugated with indatraline (IND-1233-ASO0),
previously tested in normal mice and aged monkeys, is efficient in transgenic murine
models of PD carriers of mutated forms of SNCAgene (aSyn*A30P*A53T)

and LRRK2 (LRRK2*G2019S).

y-Syn has been characterized expressing selectively in monoaminergic nuclei of mouse
brain: SNc¢/VTA, raphe nuclei (DR), and locus coeruleus (LC), as well as habenula nuclei.
Through AAV10 overexpression we have stably duplicated y-Syn expression levels in
SNc/VTA. Silencing by local application of indatraline-conjugated ASO reduced by 20-25%
the y-Syn expression in SN¢/VTA, while intracerebroventricular administration reduced its
levels by 40% in monoaminergic nuclei. With both models, we have showed that y-Syn

negatively modulates DA release and reuptake function of DA transporter in nigrostriatal



and mesocortical neurotransmission. Furthermore, mice with y-Syn overexpression

showed alterations in motor coordination, short-term memory, and learning.

Transgenic mice aSyn*A30P*A53T showed an increase of the human form of a-Syn in
SNc/VTA and LC, with 3- to 4-fold higher levels in comparison with endogenous a-Syn. In
parallel, mice showed a lesser DA synaptic release in the striatum, and higher DA
increases after amphetamine-infusion; moreover, transgenic mice showed a lesser
locomotor activity and an anxious-like behavior. Intracerebroventricular IND-1233-ASO
administration during 28 days reduced the human form of a-Syn expression by 40%,
inducing an improvement in DA neurotransmission alterations, but not on behavioral
deficits. In the LRRK2*G2019S model, mice showed a mild increase in a-Syn expression in
SNc/VTA; also, we detected a higher striatal DA reuptake and an impairment in short-term
memory. Sustained IND-1233-ASO administration during 28 days was not able to diminish

a-Syn expression in SN¢/VTA in LRRK2*G2019S mice.

On the whole, the results of this thesis have offered very relevant information about
cellular localization and the physiological role of y-Syn in the brain. Specifically, the y-Syn
role in nigrostriatal and mesocortical neurotransmission has been characterized, and we
have developed two models that prove to be useful tools to explore biological functions of
y-Syn and its implication in synucleinopathies and other cerebral disorders. Furthermore,
we have characterized two more models with frequent mutations in familiar cases of PD,
exploring the therapeutic potential of antisense oligonucleotides as a promising treatment

for PD and other synucleinopathies.
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. El tratamiento con IND-1233-ASO modificé la neurotransmision

DA en el modelo aSyn*A30P*A53T
El tratamiento con IND-1233-ASO no modificé el déficit motor ni el
comportamiento de tipo ansioso en el modelo aSyn*A30P*A53T

3. CARACTERIZACION DEL MODELO MURINO TRANSGENICO LRRK2*G2019S

a.

Perfil de expresion de a-sinucleina

b. Evaluacion de la neurotransmisién DA en el modelo LRRK2*G2019S
c.
d. Efectos del tratamiento sostenido con IND-1233-ASO

Caracterizacion conductual del modelo LRRK2*G2019S

contra a-sinucleina en el modelo LRRK2*G2019S

DISCUSION

Consideraciones generales

. Expresién preferencial de y-sinucleina en los nticleos

monoaminérgicos y en la habénula lateral de ratén
Modelo murino de sobreexpresion y de silenciamiento de
y-sinucleina en SN¢/VTA

. Regulacién de la neurotransmisién DA nigroestriatal

y mesocortical por y-sinucleina

. La sobreexpresién de y-sinucleina en la SNc/VTA

conduce a alteraciones motoras y cognitivas
Las mutaciones *A30P*A53T de a-sinucleina y G2019S de LRRK2
inducen alteraciones de la neurotransmisién DA y déficits del
comportamiento en ratones

i. Modelo aSyn*A30P*A53T

ii. Modelo LRRK2*G2019S

. La administracién de IND-1233-ASO en el modelo murino

aSyn*A30P*A53T revierte las alteraciones en la neurotransmision
DA, pero no el fenotipo conductual

CONCLUSIONES

REFERENCIAS
PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES
BIBLIOGRAFIiA

152

153

154
155
158
160

163

165
167

168
176
181

183

184
188
191

195

199
201
204



ABREVIATURAS

DA
DAT
DLB
DOPAC
DR
GFP
(h)-a-Syn
Hb
HPC
i.c.v.
[HC
i.p.
IND
ISH

LB

LC
LCR
LRRK2
miRNA
MnR

mPFC
MPTP

MSA
NA

[xviI1]

a-Synuclein

B-Synuclein

y-Synuclein

Serotonin / Serotoninergic
Adeno-associated virus
Antisense oligonucleotide
Cytomegalovirus

Caudate putamen (striatum)
Dopamine / Dopaminergic
Dopamine transporter
Dementia with Lewy bodies
3,4-dihydroxyphenylacetic acid
Dorsal raphe nucleus

Green fluorescent protein
Human a-Synuclein
Habenula

Hippocampus
Intracerebroventricular
Immunohistochemistry
Intraperitoneal

Indatraline

In situ hybridization

Lewy body

Locus coeruleus
Leucine-rich repeat kinase 2
MicroRNA

Medial raphe nucleus
Medial prefrontal cortex

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine

Multisystemic atrophy

Noradrenaline / Noradrenergic

a-Sinucleina

B-Sinucleina

y-Sinucleina

Serotonina / Serotoninérgico/a
Virus adenoasociado
Oligonucleétido antisentido
Citomegalovirus

Caudado putamen (cuerpo estriado)
Dopamina / Dopaminérgico/a
Transportador de dopamina
Demencia con cuerpos de Lewy
Acido 3,4-dihidrixifenilacético
Ntcleo del rafe dorsal

Proteina fluorescente verde
a-Sinucleina humana

Habénula

Hipocampo
Intracerebroventricular
Inmunohistoquimica
Intraperitoneal

Indatralina

Hibridacion in situ

Cuerpo de Lewy

Locus cerileo

Liquido cefalorraquideo artificial
MicroRNA

Ntcleo del rafe medial

Corteza prefrontal medial

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina

Atrofia multisistémica

Noradrenalina / Noradrenérgico/a



NAC
NAT
PD
SERT
siRNA
SNc
TH
VTA
WT

Non-AB-component
Noradrenaline transporter
Parkinson’s disease
Serotonin transporter
Small interference RNA
Substantia nigra compacta
Tyrosine hydroxylase
Ventral tegmental area

Wild-type

Componente no amiloideo
Transportador de noradrenalina
Enfermedad de Parkinson
Transportador de serotonina
RNA pequeiio de interferencia
Substantia nigra compacta
Tirosina hidroxilasa

Area tegmental ventral

[X1X]



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Alineamiento de secuencias ortélogas de los tres miembros de la familia de las
sinucleinas entre vertebrados

Figura 2. Vista axial de los residuos de a-Syn en interaccién con membranas plasmdticas desde la
conformacién de a-hélice

Figura 3. Esquema de la funcidn fisioldgica de a-Syn sobre el complejo SNARE

Figura 4. Esquema propuesto para la regulacion del trafico sindptico por parte de a-Syn

Figura 5. Deteccidn histoquimica de los cuerpos de Lewy en neuronas de la SN

Figura 6. Representacion del curso temporal de la presencia de los sintomas no-motores y
motores en la PD

Figura 7. Inmunorreactividad contra a-Syn en las principales sinucleinopatias

Figura 8. El sistema ubiquitina-proteasomal en la PD

Figura 9. Esquema de las principales vias dopaminérgicas en el cerebro humano

Figura 10. Circuito del movimiento en condiciones normales y patoldgicas

Figura 11. Denervacién dopaminérgica y serotoninérgica en pacientes de PD

Figura 12. Estadios de Braak en la PD

Figura 13. Representacién de la estructura de a-Syn

Figura 14. Propagacién y agregacién de a-Syn

Figura 15. Terapias experimentales para frenar la progresion de la patologia de la PD

Figura 16. Patron de expresion de y-Syn y a-Syn en el cerebro de ratén

Figura 17. Patrén de expresion de $-Syn en los nicleos monoaminérgicos del cerebro de ratén.
Figura 18. Sobreexpresién del mRNA de y-Syn enddgena inducida por AAV10 en la SN¢/VTA.
Figura 19. Expresién del transcrito de a-Syn en la SN¢/VTA y del transcrito de y-Syn en el DR y el
LC en el modelo de sobreexpresion AAV10

Figura 20. Niveles de expresion de DAT en el modelo AAV10

Figura 21. Niveles de las proteinas y-Syn y a-Syn en la SNc¢/VTA de ratones con sobreexpresion de
y-Syn endégena inducida por AAV10

Figura 22. Efectos sobre la neurotransmisién DA nigroestriatal y mesocortical en el modelo
AAV10-y-Syn a las 4 semanas post-inyeccién

Figura 23. Efectos sobre la neurotransmisién DA nigroestriatal y mesocortical en el modelo
AAV10-y-Syn a las 12 semanas post-inyeccién

Figura 24. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu y mPFC en el modelo AAV10-y-Syn

Figura 25. Cambios conductuales en el modelo AAV10-y-Syn

Figura 26. Efectos de la inyeccién de un vector AAV10-CMV vacio en la SNc/VTA

Figura 27. Expresién de y-Syn en las neuronas DA de la SN¢/VTA tras la administracién local de
siRNAs

Figura 28. Silenciamiento de y-Syn en las neuronas DA de la SN¢/VTA inducido por IND-1415-
ASO

Figura 29. Expresion del transcrito de a-Syn en la SN¢/VTA y del transcrito de y-Syn en el DR y el
LC en el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO

Figura 30. Niveles de expresién de DAT en el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO
Figura 31. Efectos de la inyeccién de IND-1227-ASO en la SN¢/VTA

Figura 32. Niveles de las proteinas y-Syn y a-Syn en la SNc¢/VTA de ratones tratados con IND-1415-
ASO

Figura 33. Efectos sobre la neurotransmisién DA nigroestriatal y mesocortical en el modelo de
silenciamiento por IND-1415-ASO

Figura 34. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu y mPFC en el modelo IND-1415-ASO
Figura 35. Silenciamiento de y-Syn en los nicleos monoaminérgicos por la administracién
intracerebroventricular de IND-1415-ASO

Figura 36. Expresion de a- y 3-Syn en los nticleos monoaminérgicos tras la administraciéon
intracerebroventricular de IND-1415-ASO

Figura 37. Expresién de la a-Syn enddgena en el modelo murino aSyn*A30P*A53T

[xx]

26

27

31
33
36

38

42
48
53
55
56
58
60
64
69
98
99
101

103
103

104

106

108

110
114
116

118

120

121

122
123

124

127
129
131

133
135



Figura 38. Expresion de (h)-a-Syn en el modelo murino aSyn*A30P*A53T

Figura 39. Expresion de las formas enddgena y transgénica de a-Syn en el modelo
aSyn*A30P*A53T

Figura 40. Expresion de la y-Syn enddgena en el modelo murino aSyn*A30P*A53T

Figura 41. Cantidad de células TH* en la SNc/VTA del modelo murino aSyn*A30P*A53T
Figura 42. Efectos sobre la neurotransmisién DA nigroestriatal en el modelo aSyn*A30P*A53T
Figura 43. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu en el modelo aSyn*A30P*A53T

Figura 44. Alteraciones motoras en el modelo aSyn*A30P*A53T

Figura 45. Alteraciones cognitivo-emocionales en el modelo aSyn*A30P*A53T

Figura 46. Efectos de la administracién de IND-1233-ASO en el modelo aSyn*A30P*A53T
Figura 47. Reduccién de la proteina (h)-a-Syn por la administracién de IND-1233-ASO en el
modelo aSyn*A30P*A53T

Figura 48. Efectos de la administracién de IND-1233-ASO en la neutrotransmisién DA
nigroestriatal del modelo aSyn*A30P*A53T

Figura 49. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu en los ratones aSyn*A30P*A53T tratados con
IND-1233-ASO0 o vehiculo

Figura 50. Efectos de la administraciéon de IND-1233-ASO sobre el fenotipo conductual del
modelo aSyn*A30P*A53T

Figura 51. Expresion de a-Syn en el modelo murino LRRK2*G2019S

Figura 52. Efectos sobre la neurotransmisién DA nigroestriatal en el modelo LRRK2*G2019S
Figura 53. Niveles extracelulares de DOPCA en CPu en el modelo LRRK2*G2019S

Figura 54. Alteraciones conductuales en el modelo LRRK2*G2019S

Figura 55. Efectos de la administracién de IND-1233-ASO en el modelo LRRK2*G2019S

Tabla 1. Principales genes y proteinas identificadas como factores de riesgo genético de la PD
Tabla 2. Modelos experimentales empleados

Tabla 3. Secuencias de ASOs y siRNAs usadas

Tabla 4. Sondas antisentido de cDNA empleadas para los experimentos de hibridacién in situ
Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la deteccién de proteinas por
inmunohistoquimica y Western blot

Tabla 6. Niveles basales de DA extracelular en mPFC y CPu en el modelo de sobreexpresién por
AAV10-y-Syn

Tabla 7. Niveles basales de DOPAC extracelular en mPFC y CPu en el modelo de sobreexpresién
por AAV10-y-Syn

Tabla 8. Niveles basales de DA extracelular en mPFC y CPu en el modelo de silenciamiento por
IND-1415-ASO

Tabla 9. Niveles basales de DOPAC extracelular en mPFC y CPu en el modelo de silenciamiento
por IND-1415-ASO

Tabla 10. Niveles basales de DA extracelular en CPu en el modelo transgénico aSyn*A30P*A53T
Tabla 11. Niveles basales de DOPAC extracelular en CPu en el modelo transgénico
aSyn*A30P*A53T

Tabla 12. Niveles basales de DA extracelular en CPu los ratones aSyn*A30P*A53T administrados
con IND-1233-AS0O y vehiculo

Tabla 13. Niveles basales de DOPAC extracelular en CPu los ratones aSyn*A30P*A53T
administrados con IND-1233-ASO y vehiculo

Tabla 14. Niveles basales de DA extracelular en CPu en el modelo transgénico LRRK2*G2019S
Tabla 15. Niveles basales de DOPAC extracelular en CPu en el modelo transgénico LRRK2*G2019S

136
137

138
138
140
141
143
144
146

148
150
151

153

154
156
158
160
161

50
80
83
84

88
105
109
125

128
139

141
149

151

155
157

[xx1]






[

IN

INT

INTR

INTRO
INTROD
INTRODU
INTRODUC
INTRODUCC
INTRODUCCI
INTRODUCCIO
INTRODUCCION






H INTRODUCCION

1. LAS SINUCLEINAS

A. PROPIEDADES DE LA FAMILIA

‘ I. ORIGEN DE LAS SINUCLEINAS

Las sinucleinas son una familia de proteinas solubles, con 127-140 aminodacidos y
alrededor de 14 kDa. La familia se compone de tres miembros: a-sinucleina (a-Syn), -
sinucleina (3-Syn) y y-sinucleina (y-Syn), que sélo estan presentes en vertebrados. No
tienen ninglin precursor procariota, pese a que en regiones cortas de su secuencia
presentan similitud con apolipoproteinas, la chaperona 14-3-3 o las proteinas heat-shock
(Clayton & George, 1998; Ostrerova et al., 1999; Kim et al., 2004). Por esto, las sinucleinas
pueden considerarse innovaciones moleculares en los organismos eucariotas, que
probablemente se desarrollaron ante la necesidad de regular la funcién sinaptica y la

plasticidad del sistema nervioso.

Segun el andlisis filogenético de las tres proteinas, y-Syn seria el ancestro comtn a a-Syn y
B-Syn, y la menos conservada de las tres (Yuan & Zhao, 2013). Aunque las tres proteinas
difieren muy poco entre especies, cerca del 15% de sus residuos han divergido durante la
evolucién (Figura 1). En humanos, los genes de las tres proteinas presentan 5 exones
codificantes (Lavedan, 1998); el gen codificante para a-Syn (SNCA) se ha mapeado en el
cromosoma 4q21.2-q22, el de B-Syn (SNCB) en el 5q35 y el de y-Syn (SNCG) en el 10g23.2-

g23.3 (Chen et al., 1995; Spillantini et al., 1995; Ninkina et al., 1998).

En cuanto a la secuencia aminoacidica, las tres sinucleinas se caracterizan por una
ausencia completa de cisteinas y triptéfanos. Toda la familia presenta un dominio amino-
terminal altamente conservado con repeticiones de 11 aminodcidos, seguido de una regién
central hidrofébica y de un extremo carboxi-terminal con una mayor variabilidad, que
podria explicar la divergencia de funciones en la familia y las distintas interacciones con

otras proteinas (George, 2002; Sung & Eliezer, 2006).

[25]
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Figura 1. Alineamiento de secuencias ortdlogas de los tres miembros de la
familia de las sinucleinas entre vertebrados, indicando la identidad respecto a la
secuencia de a-Syn en rata (sombreado azul) y las repeticiones de 11 residuos
(barras azules). Como se observa en la relacién filogenética, la divergencia entre
las tres sinucleinas se produjo antes de la diversificacién de los vertebrados.
Obtenido de George, 2002.

II. ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS BIOFIiSICAS

En condiciones fisioldgicas, las sinucleinas presentan una conformacién random coil, es
decir, desplegada de manera natural e intrinsicamente desordenada, a causa de la
repulsion electrostatica entre sus cargas negativas y la baja hidrofobicidad de las proteinas
(Uversky et al., 2000; 2001). En concreto, -Syn presenta dichas propiedades mds
evidentemente que a- y y-Syn, que tienen una estructura algo mas compacta y estable
(Weinreb et al., 1996; Uversky et al., 2002). Estructuralmente, las tres sinucleinas

comparten tres dominios proteinicos que les proveen de sus propiedades:

- Region N-terminal con alto contenido de residuos basicos, con repeticiones de 11
aminodcidos que contienen un nicleo conservado, KTKEGV. Este dominio permite
que las sinucleinas puedan adoptar una forma de a-hélice anfipatica cuando se
unen a las superficies cargadas negativamente de las bicapas de fosfolipidos
(Figura 2) (Perrin et al., 2000; Chandra et al., 2003; Ulmer & Bax, 2005; Ulmer et al.,
2005). Esto guarda similitud con algunas apolipoproteinas, asociadas con el

transporte de lipidos (George et al., 1995; Davidson et al., 1998).

[26]
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Figura 2. Vista axial de los residuos de a-Syn en interaccién con membranas
plasmaticas desde la conformacién de a-hélice. Mientras que los residuos
hidrofilicos (S, E, K) se sitiian hacia la cara citosolica, los hidrofébicos se intercalan
entre las cadenas lipidicas de la membrana, y los residuos de lisina cargados (K)
separan ambos dominios e interactian con la superficie anidnica de los

fosfolipidos. Obtenido de Auluck et al., 2010.

- Region interna NAC (non-Af-component), dominio hidrofébico y mds variable,
esencial para la agregacion y la formacién de fibrillas amiloides en el caso de a-
Syn (Yoshimoto et al., 1995; Giasson et al., 2001a). En el caso de B-Syn, la ausencia
de 11 aminodcidos en esta regién impide que pueda fibrilarse (Kahle et al., 2002).

- Region C-terminal, con un alto contenido de residuos acidicos como glutamato.
Esto provoca que la regién mantenga una conformacién desestructurada, incluso
en presencia de membranas (Jao et al., 2004). De esta forma, puede actuar como
sitio de unién de otras proteinas o algunos cationes (Ca?*, Cu®, etc.), y regula los

procesos de agregacion amiloide (Eliezer et al., 2001; Hoyer et al., 2004).

Esta estructura provee a las sinucleinas de multiples funciones e interacciones, tanto con
membranas como con otras proteinas. En el caso de a-Syn, se ha comprobado que puede
alterar la estructura bicapa de las membranas, afectando propiedades como su curvatura,
su fluidez o el recambio de dcidos grasos, e incluso llegando a formar pequefias vesiculas
(Castagnet et al., 2005; Golovko et al., 2005; Madine et al., 2006). Cuando se une a vesiculas
con acidos grasos poliinsaturados, a-Syn también puede multimerizar y adoptar

estructuras de lamina 3 (Perrin et al., 2001).

En ciertas situaciones, especialmente ante un estrés celular, la regién NAC de las

sinucleinas le confiere una alta propensién a fibrilar, sobre todo en el caso de a-Syn. En



comparacién, y-Syn requiere una mayor concentracién y tiempo para la agregacion, tal
vez por la mayor propension a la estructura de a-hélice que presenta y-Syn en su regién
central (Uversky et al., 2002). En el caso de 3-Syn no se ha visto ninguna evidencia hacia la
fibrilacidn, sino que se ha encontrado un efecto contrario, de modo que la presencia de
moléculas de B-Syn junto a a-Syn inhibe la formacién de fibrillas de a-Syn (Hashimoto et
al., 2001). En estados agregados, las sinucleinas todavia pueden interactuar con algunas
proteinas o membranas; asi, a-Syn y y-Syn pueden provocar la permeabilizacién de las
vesiculas fosfolipidicas al unirse a ellas, y en los mismos agregados de a-Syn se aprecia la
presencia de vesiculas y otros tipos de proteinas (Nishimura et al., 1994; Park & Lansbury,

2003; Soper et al., 2008).

III. EXPRESION Y DISTRIBUCION

Las sinucleinas se localizan predominantemente en el sistema nervioso. En humanos, a-y
B-Syn se encuentran sobre todo en el cerebro, con una expresién abundante en los
nicleos monoaminérgicos (Abeliovich ef al., 2000). A nivel celular se localizan
preferentemente en el citosol y terminales presinapticos de zonas como el neocortex,
hipocampo, cuerpo estriado, amigdala, tdlamo o cerebelo (Nakajo et al., 1994; George et
al., 1995; Iwai et al., 1995; Withers et al., 1997; Clayton & George, 1998; Murphy et al., 2000).
Por su parte, y-Syn se expresa también en el cerebro, aunque en menor proporcién, y en
tejido nervioso periférico como las neuronas sensoriales primarias, las motoneuronas o
los fotorreceptores de la retina. También se ha descrito la localizacién de y-Syn en el
epitelio respiratorio y en distintos tumores de estado avanzado (Ji et al., 1997; Buchman et
al., 1998; Lavedan et al., 1998; Duda et al., 1999; Surgucheva & Surguchov, 2008). Ademads,
tanto a-Syn como y-Syn se han localizado en musculo esquelético y cardiaco, pancreas y

rif6n (Lavedan, 1998).

Durante el desarrollo embrionario se ha observado una translocacién de las sinucleinas
desde el soma neuronal hacia los terminales nerviosos, cuando ya se han formado las
sinapsis funcionales (Withers et al., 1997; Galvin et al., 2001a). En roedores, los niveles de
expresion alcanzan un nivel maximo en las primeras semanas postnatales, disminuyendo

a lo largo de su vida (Kholodilov et al., 1999; Petersen et al., 1999). Esto concuerda con la



aparicidon evolutiva de las sinucleinas, y su implicacién en funciones tales como la
neurogénesis, la plasticidad sindptica o la regulacién fina de la neurotransmisién. Sin
embargo, en humanos y otros primates se ha visto un patrén contrario, de modo que los

niveles de a-Syn aumentan de manera dependiente con la edad (Chu & Kordower, 2007).

En edad adulta, los niveles de expresion en las células pueden variar en respuesta a
estimulos o elementos regulatorios que suelen actuar sobre el intrén 1 de las sinucleinas
(Surguchov, 2008). En el caso de a-Syn, su expresion puede aumentar ante factores de
crecimiento como NGF o bFGF o la presencia de dopamina (DA) (Gomez-Santos et al.,
2005; Clough & Stefanis, 2007). En el gen de y-Syn, las secuencias cis-regulatorias en el
intrén 1 y la metilacién del exén 1 son especialmente importantes para su expresion en
distintos tipos celulares, ya que su alteracién puede llevar a la expresién aberrante como

la que se encuentra en varios tipos de cdncer de mama (Lu et al., 2001, 2002).

En condiciones normales, las sinucleinas son trasladadas del soma hacia el terminal
sinaptico por transporte axonal (Saha et al., 2004). Hasta un 76% de la a-Syn es
transportada por la via lenta de transporte (8§ mm/dia), al igual que el resto de proteinas
citosélicas, mientras que el resto se une a las membranas de vesiculas, que circulan por la
via rapida (50-400 mm/dfa) (Jensen et al., 1998, 1999; Utton et al., 2005). Sin embargo,
alteraciones de la a-Syn como la mutacién A30P o una fosforilacién excesiva pueden
impedir este transporte, provocando una acumulacién y la pérdida de su funcién biolégica

(Jensen et al., 1998; Jo et al., 2002).

Ademas de la localizacidn citosdlica, las sinucleinas también se han detectado en el niicleo
celular, hacia donde pueden translocarse en respuesta a factores de estrés (Sangchot et
al., 2002; Surgucheva et al., 2006; Xu et al., 2006; Schneider et al., 2007; Yu et al., 2007). Los
mecanismos subyacentes a la translocaciéon nuclear atin se desconocen, pero una vez
dentro del nucleo, en especial a-Syn puede desempefiar un papel en la regulacién de la
transcripcién. Aunque todavia no existe un consenso claro, es posible que a-Syn interactie
directamente con el DNA o que regule diferentes factores claves en la transcripcién. Por
otro lado, las sinucleinas suelen considerarse proteinas intracelulares, pero se han podido
encontrar moléculas de a-Syn en espacios externos como liquido cefalorraquideo y
plasma, y tanto a-Syn como y-Syn en elementos como las plaquetas (Borghi et al., 2000; Li

et al., 2002; El-Agnaf et al., 2003).



B. FUNCIONES FISIOLOGICAS
DE LAS SINUCLEINAS

Desde que se describieron por primera vez, las sinucleinas se han visto implicadas en una
gran variedad de procesos biolégicos. Sin embargo, aunque se han estudiado
principalmente por su relaciéon con enfermedades neurodegenerativas, las funciones

fisiolégicas de las sinucleinas todavia son objeto de debate.

Debido a la alta concentracidn de sinucleinas en los terminales sinapticos, una de sus
principales funciones en el sistema nervioso se relaciona con el mantenimiento de la
homeostasis de la funcién sindptica (Murphy et al., 2000; Cabin et al., 2002; Chandra et al.,
2004). De hecho, diversas evidencias muestran que las sinucleinas participan en los
procesos de endocitosis y exocitosis de las vesiculas sinapticas, asi como en el trafico
intracelular de las mismas, la liberacién de neurotransmisores o la homeostasis de la
neurotransmisiéon de monoaminas (Abeliovich et al., 2000; Snyder et al., 2005; Burré et al.,
2010; Nemani et al., 2010; Oaks & Sidhu, 2011). De entre las diferentes sinucleinas, existe
m4és informacién sobre el rol de a-Syn en el control de los procesos sindpticos, en
comparacién con B- y y-Syn, por lo que uno de los objetivos principales de esta tesis ha

sido entender el papel de y-Syn sobre el control de la neurotransmisién DA.

I. FUNCIONES SINAPTICAS: LAS SINUCLEINAS
COMO CHAPERONAS

En el contexto de las funciones sindpticas, se ha detectado la participacion de las
sinucleinas como chaperonas moleculares. Dicha propiedad se observa tanto in vitro como
in vivo (Souza et al., 2000; Ahn et al., 2006), y depende de la region C-terminal, ya que su
delecién elimina esta capacidad, aunque se mantienen las conformaciones desplegadas
propias de las sinucleinas (Kim et al., 2002; Park et al., 2002a, 2002b, 2002c; Ahn et al.,
2006). Con esto, pueden modular la accién de otras proteinas o enzimas, o regular la

arquitectura del citoesqueleto para actuar sobre el transporte de vesiculas.



Las sinucleinas actiian como chaperonas en la formacién de los complejos SNARE en el
terminal presinaptico (Bonini & Giasson, 2005; Chandra et al., 2005). Se ha observado que
a-Syn se puede unir simultaneamente a los fosfolipidos de la membrana plasmatica desde
su extremo N-terminal, y a la sinaptobrevina 2 desde el C-terminal formando complejos
multiméricos que median la interaccién de las vesiculas sindpticas con el complejo SNARE
(Burré et al., 2010, 2014). Concretamente, a-Syn inhibe la reaccién de priming, en la cual
las vesiculas ancladas pasan a un estado apto para la fusion (Figura 3) (Larsen et al., 2006).
Por otro lado, se ha comprobado que y-Syn no puede interactuar con las proteinas del
complejo SNARE (VAMP2, SNAP-25, sintaxina) desde su extremo C-terminal, sino que su
funcién sindptica s6lo pasa por la unién a las vesiculas directamente en sus membranas

(Lytkina et al., 2014).
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Figura 3. Esquema de la funcion fisioldgica de a-Syn sobre el complejo SNARE. a-
Syn en la forma soluble estd desplegada y en forma monomérica. Al unirse con las
vesiculas sindpticas durante el proceso de anclaje y priming cambia su
conformacién y multimeriza formando a-hélices anfipaticas facilitando el
ensamblaje del complejo SNARE con las vesiculas sindpticas. Obtenido de Burré et

al., 2014,

Por otro lado, considerando las propiedades biofisicas de a-Syn y su interaccién con las
membranas lipidicas, éstas facilitarian el acoplamiento transitorio entre varias moléculas
de a-Syn con una misma vesicula o con vesiculas distintas. Esta unién entre a-Syn y las
vesiculas permite mantener la reserva distal de vesiculas y regular el nimero de las

mismas en la sinapsis (Auluck et al., 2010).



II. EL PAPEL DE LAS SINUCLEINAS EN LA
NEUROTRANSMISION MONOAMINERGICA

Mediante la funcién de chaperona, las tres sinucleinas modulan diferentes elementos de
la neurotransmisién monoaminérgica. Respecto a los transportadores de monoaminas
(DAT, SERT y NAT), las sinucleinas regulan el tréfico de los mismos hacia la superficie
celular, la internalizacién y la funcién en la recaptacion de las monoaminas (Sidhu et al.,
2004; Wersinger & Sidhu, 2005; Jeannotte et al., 2009). Tanto a-Syn como y-Syn forman
complejos con los transportadores mediante su regién hidrofébica central, participando
asi en el movimiento de los transportadores a través del citoesqueleto y sus interacciones
con otras proteinas (Wersinger & Sidhu, 2005; Jeannotte & Sidhu, 2007; Jeannotte et al.,
2008, 2009; Oaks & Sidhu, 2011). Ademas, las sinucleinas también regulan otros
componentes de la neurotransmisién que afectan las funciones sinapticas. Entre ellas

cabe destacar las siguientes:

- Los niveles de expresién de a-Syn afectan la actividad del transportador vesicular
de monoaminas (VMAT2), alterando la recarga de las vesiculas sindpticas
(Yamamoto et al., 2006).

- En el sistema DA, tanto a-Syn como y-Syn inhiben la actividad de la enzima
tirosina-hidroxilasa (TH) (Pérez et al., 2002). Ademds, se ha descrito que la
expresion de la enzima TH aumenta en células fotorreceptoras doble knock-out
para a-/y-Syn (Surgucheva et al., 2005).

- a-Syny B-Syn inhiben la actividad de la enzima fosfolipasa D2, con funciones en la
reorganizacién del citoesqueleto y en la dinamica de las membranas y los procesos
de endocitosis (Jenco et al., 1998).

- a-Syn aumenta los niveles de expresién de caveolina-1, implicada en la dinamica
de las membranas, de modo que reduce la actividad de la via de sefializacion ERK,
que tiene un papel central en varias funciones neuronales como la supervivencia,
crecimiento, sinaptogénesis, plasticidad y potenciacién a largo plazo (Hashimoto

et al., 2003).

Aparte de estas funciones sobre la neurotransmisién monoaminérgica, utilizando modelos
animales de silenciamiento y sobreexpresion también se ha descrito que las sinucleinas

son esenciales para una funcién monoaminérgica correcta (Chandra et al., 2004; Senior et
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al., 2008). La deleciéon de las tres sinucleinas en ratones conduce a alteraciones de la
estructura y funcion sindptica, asi como a disfuncién neuronal y menor supervivencia en
edades avanzadas (Chandra et al., 2005; Burré et al., 2010; Greten-Harrison et al., 2010). El
estudio con estos modelos de delecion triple se ha focalizado sélo en el sistema DA, donde
la actividad de las neuronas se ve especialmente afectada con hasta un 40% menos de

niveles de DA en el caudado putamen (CPu) dorsal (Anwar et al., 2011).

En modelos de ratén knock-out y knock-down Unicamente para a-Syn se observa un
neurodesarrollo y arquitectura neuronal normales y no se ha descrito neurotoxicidad DA,
pero presentan una liberacién aumentada de DA en los terminales nigroestriatales, con la
consecuente reduccion de la reserva distal de vesiculas (Figura 4) (Abeliovich et al., 2000;
Murphy et al., 2000; Wislet-Gendebien et al., 2006; Auluck et al., 2010; Alarcén-Aris et al.,

2018).

Contrariamente, el aumento de la cantidad de a-Syn mediante la sobreexpresion
utilizando vectores viricos conduce a defectos en el trafico vesicular que provocan
neurotoxicidad, especialmente en las neuronas DA (Cooper et al., 2006). En este caso, las
vesiculas formadas en el reticulo endoplasmatico no son capaces de fusionarse con las

membranas de Golgi para completar su proceso de liberacién (Thayanidhi et al., 2010).
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Figura 4. Esquema propuesto para la regulacion del trafico sinaptico por parte
de a-Syn. En condiciones normales (b), a-Syn modula la disponibilidad de las
vesiculas en diferentes reservas y en el proceso de anclaje y fusién. Frente a una
reduccidén de sus niveles (a), disminuye la disponibilidad de vesiculas de reserva y
aumenta la cantidad que de vesiculas listas para su liberacién, mientras que si
aumenta la cantidad de a-Syn o se altera su funcién (c) se produce una reduccién
en la liberacidon de DA, posiblemente por la afectacién de la exocitosis o de la

endocitosis hacia la reserva de vesiculas recicladas. Obtenido de Venda et al., 2010.
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En ratones knock-out para -Syn o y-Syn también se han detectado mayores niveles de DA
estriatal, lo cual indicaria cierta redundancia de funciones entre la familia (Greten-
Harrison et al., 2010; Anwar et al., 2011). En el caso de y-Syn, estudios en diferentes lineas
celulares indican que modula de una manera similar a a-Syn la expresién y funcién de los
transportadores DAT, NAT y SERT (Oaks & Sidhu, 2011). Ademds, a-Syn y y-Syn tienen un
papel importante en las funciones cognitivas; asi, ratones knock-out para ambas proteinas
muestran una mejora en el aprendizaje espacial y la memoria de trabajo (Kokhan et al.,
2012, 2013, 2018). Ademas, ambas proteinas estan relacionadas con problemas de
adiccién, impulsividad o ansiedad, ya que se ha visto que su expresion puede verse
alterada en roedores y humanos frente al consumo de sustancias como la cocaina, o en
situaciones generadoras de estrés (Brenz-Verca et al., 2003; Liang et al., 2003; Mash et al.,
2003; Pinhasov et al., 2005; Boyer & Dreyer, 2007; Pefia-Oliver et al., 2012). Incluso, en
modelos animales con fenotipo depresivo se han encontrado aumentos en la expresién de
y-Syn, que se ve reducida tras el tratamiento con desipramina (Jeannotte et al., 2009a,

2009b).

2. LAS SINUCLEINOPATIAS

La enfermedad de Parkinson (PD) es el trastorno neurodegenerativo del movimiento més
comun, descrito clinicamente por James Parkinson en 1817. A nivel patoldgico se
caracteriza por la pérdida de las neuronas DA en la substantia nigra compacta (SNc) y por la
presencia de agregados proteicos conocidos como cuerpos de Lewy (LB) en distintas areas

cerebrales, descubiertos en 1912 por Friedrich H. Lewy (Goedert, 2001).

Pese al conocimiento clinico que se tenia sobre la PD, no fue hasta el afio 1997 cuando se
identificé una mutacién en el gen SNCA, codificante de la proteina a-Syn, en varios casos
familiares de la enfermedad (Polymeropoulos et al., 1997). De esta forma se pudo detectar
que esta proteina era el principal componente proteico del material anormal y

filamentoso de los cuerpos de Lewy (Spillantini et al., 1997, 1998).

[34]



Existen otras enfermedades neurodegenerativas con una manifestacion clinica similar a la
de la PD, conocidas como desdrdenes parkinsonianos y que incluyen la paralisis
supranuclear progresiva, la degeneracién corticobasal, la demencia pugilistica, etc., pero
se ha comprobado que presentan patrones de degeneracién distintos y patolégicamente se
caracterizan por la ausencia de los LB (Buée-Scherrer et al., 1997; Josephs et al., 2002). Sin
embargo, también se han identificado otras enfermedades neurodegenerativas como la
demencia con cuerpos de Lewy (DLB), una patologia comun en edades avanzadas que
puede aparecer individualmente o con la enfermedad de Alzheimer (Hansen et al., 1990), y
la atrofia multisistémica (MSA), que comparten junto con la PD las inclusiones
filamentosas de a-Syn y por tanto son conocidas como a-sinucleinopatias. Mientras que en
la PD y DLB las inclusiones de a-Syn se encuentran principalmente en las neuronas, en la
MSA éstas se localizan predominantemente en oligodendrocitos y células de Schwann

(Mezey et al., 1998; Spillantini ef al., 1998; Tu et al., 1998; Wakabayashi et al., 1998).

A. LAS a-SINUCLEINOPATIAS EN LA CLINICA

I. ENFERMEDAD DE PARKINSON

Epidemioldgicamente, la PD es el segundo trastorno neurodegenerativo mas comun
después de la enfermedad de Alzheimer, con alrededor de 7 millones de personas
afectadas en el mundo y con una estimacién de que en 2040 la PD superard los 12 millones
de pacientes (de Lau & Breteler, 2006). La edad media de manifestacion se sittia sobre los
60 anos, aunque un 5-10% de los casos aparece de forma mas temprana, y la prevalencia
aumenta con la edad, desde un 1% después de los 60 afios hasta el 4% a los 80 afios (Samii
et al., 2004). Generalmente, la PD afecta mas a hombres que a mujeres, en una relacién 3:2
(Kalia & Lang, 2015). La esperanza de vida media después del diagndstico estd entre 7 y 15
afios, con mds de 100.000 muertes al afio (Golbe & Leyton, 2018). Actualmente, el coste de
la PD en Europa se acerca a los 11 billones de euros anuales, entre 2.000 y 12.000 € por

paciente y aflo, incluyendo tanto los costes directos de hospitalizacién o medicacién, como



los indirectos, especialmente altos por la reduccién de productividad, la carga de trabajo

de los cuidadores y la pérdida de calidad de vida (Findley, 2007; Maresova et al., 2017).

Una de las principales caracteristicas patoldgicas de la PD es la degeneracion de las
neuronas DA mesencefilicas de la SN¢, un nticleo regulador clave en el circuito de los
ganglios basales. Autopsias de cerebros post-mortem de pacientes con PD revelan pérdidas
de hasta un 85% de las neuronas DA en esta drea cerebral, mientras que las células
restantes sufren distrofia y/o contienen LB (Iacono ef al., 2015). También se han detectado
otras poblaciones de neuronas no DA proclives a degenerar y con presencia de LB, como
las serotoninérgicas, noradrenérgicas, glutamatérgicas, colinérgicas o GABAérgicas, en
areas como el locus coeruleus, los nucleos autondémicos y la corteza. Ademads, también se
han descrito incrementos de los astrocitos reactivos y de la microglia en la SNc (Booth et
al., 2017; Liddelow et al., 2017; Joe et al., 2018). En el punto 2C se describirdn mas

profundamente algunas de las principales afectaciones en el sistema monoaminérgico.

Otra de las caracteristicas histopatoldgicas de la PD es la presencia de los cuerpos y
neuritas de Lewy, agregados proteicos ubiquitinados localizados en el citoplasma y la
region yuxtanuclear de las neuronas. Aparecen como inclusiones esféricas con un ntcleo
eosinofilo denso compuesto de material filamentoso y granular, y un halo mas claro con
filamentos orientados radialmente de 10-20 nm de didmetro (Figura 5) (Forno, 1996). En
fases tempranas de la PD, los LB se depositan en el tronco encefélico y el mesencéfalo, y
con el tiempo se extienden por otras dreas cerebrales siguiendo el patrén descrito en los

estadios de Braak (Braak et al., 2003), que se describiran mas adelante.

Figura 5. Deteccién histoquimica de los cuerpos de Lewy en neuronas de la SNc,
mediante la tincién hematoxilina-eosina (izquierda) e inmunohistoquimica contra

a-Syn (derecha). Obtenido de Taipa et al., 2012.



La PD evoluciona a lo largo de varias fases que se pueden distinguir segin los sintomas:
una fase prodrémica sin sintomas motores, seguida de la fase temprana de la enfermedad
tras su diagndstico, y finalmente la fase tardia con complicaciones mayores (Figura 6). La
evaluacion clinica de la PD se realiza a partir de la presencia de los sintomas motores.
Uno de los detectados en la mayoria de casos es una bradicinesia progresiva, un
enlentecimiento del movimiento voluntario que evoluciona en dificultades para realizar
las tareas cotidianas y puede terminar en paralisis total (Jankovic, 2008; Lees et al., 2009;

Jenner et al., 2013; Postuma et al., 2015). Otros sintomas motores detectados incluyen:

- Temblor en reposo: generalmente involuntario y unilateral, suele aparecer en una
mano y progresivamente se va extendiendo por las extremidades hasta afectar al
cuerpo entero.

- Rigidez: dificultad en iniciar movimientos amplios por un aumento del tono
muscular que conduce a la desvinculacién de los movimientos suaves, y que afecta
progresivamente al cuerpo entero reduciendo la capacidad motora.

- Inestabilidad postural: la bradicinesia y el temblor conducen a dificultades en la
estabilidad, el paso y el equilibrio en fases tardias de la enfermedad, por lo que los
pacientes tienden a adoptar posturas encorvadas y pueden sufrir caidas

frecuentemente.

Otras caracteristicas importantes para su definicién clinica incluyen la respuesta a la
levodopa o la asimetria en la apariciéon de sintomas, y entre un 75-95% de los casos se
confirma en la autopsia por la deteccidon de la neurodegeneraciéon y los LB (Jankovic,
2008). Se estima que en el momento del diagndstico los pacientes ya presentan cuerpos y
neuritas de Lewy, asi como una pérdida de hasta el 30% de las neuronas DA de la SNc y del
50-60% de sus proyecciones nigroestriatales (Beach et al., 2008; Dickson et al., 2008; Cheng
et al., 2010). Por ello, cada vez existe un mayor consenso por la investigacion durante la
fase prodromica no motora de la enfermedad, tanto para la identificacién de marcadores
de diagnostico temprano y progresién de la enfermedad como para el descubrimiento de
nuevas dianas de accién terapéutica modificadora de la enfermedad (Berg et al., 2015;

Ghiglieri et al., 2018; Sardi et al., 2018).
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Figura 6. Representacion del curso temporal de la presencia de los sintomas no
motores y motores en la PD. El diagndstico suele darse con la aparicién de los
problemas motores, pero puede estar precedido por una fase prodrémica de 20 o
mas afios, con sintomas no motores. Ademas, después del diagndstico continta el
desarrollo de los problemas no motores que agravan la discapacidad clinica. En
estados avanzados aparecen sintomas motores mayores como la inestabilidad
postural, asi como las complicaciones por la terapia dopaminérgica como las

fluctuaciones, disquinesia o psicosis. Obtenido de Kalia & Lang, 2015.

Los principales sintomas no motores de la PD se resumen a continuacién:

Disfunciones ejecutivas: problemas en la planificacidn, la flexibilidad cognitiva,
el pensamiento abstracto, la inhibicién de acciones, la memoria de trabajo, el
control de la atencién o dificultades visuo-espaciales, entre otros (Parker et al.,
2013).

Desordenes emocionales: los méds frecuentes son depresién, apatia y ansiedad,
que contribuyen a empeorar la calidad de vida y la gravedad de los sintomas
motores. Se ha reportado que entre un 30-40% de los pacientes con PD presentan
ansiedad y depresién, y estos llegan a manifestarse varios aflos antes del
diagnéstico de la enfermedad (Jankovic, 2008; Politis et al., 2012; Chuquilin-Arista
et al., 2019; Wilson et al., 2019).

Alucinaciones: aproximadamente el 50% de los pacientes pueden manifestar
alucinaciones en distinto grado, normalmente de tipo visual, que pueden
evolucionar en psicosis o demencia, y suelen asociarse con el tratamiento con

levodopa (Diederich et al., 2009; Friedman, 2010).



- Demencia: los pacientes de PD presentan entre 2 y 6 veces mas riesgo de
desarrollar demencia. La prevalencia aumenta con la edad y la duracién de la
enfermedad, estimdndose que un 78% de los pacientes acaban desarrolldndola
(Aarsland et al., 2005; Vieira et al., 2013; Garcia-Ptacek & Kramberger, 2016;

Gomperts, 2016).

Ademas de los sintomas neuropsiquidtricos, se han descrito otras alteraciones que pueden
aparecer afios antes del diagndstico de la PD, como desérdenes del suefio (somnolencia,
insomnio o alteraciones de la fase REM) o disfunciones autonémicas como hipotension
ortostatica, sudoracién, incontinencia, disfuncién sexual, pérdida del olfato, problemas

gastrointestinales, cambios sensoriales o parestesia (Jankovic, 2008).

II. DEMENCIA CON CUERPOS DE LEWY

La DLB es un tipo de demencia neurodegenerativa con alteraciones conductuales,
cognitivas y de movimiento, que se caracteriza por la presencia difusa de cuerpos y
neuritas de Lewy en el sistema nervioso. Entre las dreas mds afectadas destaca la corteza
cerebral (temporal, frontal, parietal, insular, entorrinal y cingulada), especialmente sus
neuronas piramidales de las capas V y VI, pero también se detectan LB en otras regiones
como el hipocampo, el mesencéfalo -incluyendo la SNc-, el tronco encefdlico, el
hipotdlamo e incluso la médula espinal y el sistema nervioso periférico (Halliday et al.,

2008; Greffard et al., 2010; Boot, 2015; Walker et al., 2015; McKeith et al., 2017).

Al igual que en la PD, los LB provocan la degeneracién de las neuronas de estas areas
cerebrales, pero su extensién lleva a la afeccion de multiples funciones cognitivas que
hacen que la DLB sea una enfermedad mucho mas compleja y de progresién mds rapida,
en comparacion con otras demencias como la enfermedad de Alzheimer o la demencia
vascular. La condiciéon de demencia o la pérdida de memoria no siempre aparecen en
etapas tempranas de la DLB, sino que su desarrollo es mas probable conforme progresa la
enfermedad, ya que las estructuras frontales se ven afectadas antes que las temporo-
parietales (Karantzoulis & Galvin, 2011; St Louis & Boeve, 2017). Por esto, para distinguirla

de otros tipos de demencia, se han designado criterios diferenciales para su diagndstico:



- Alteracion en las funciones de atencion, ejecutiva y visuo-espacial, manifestada
en estados de distraccién o de alteracién de la conciencia, junto a dificultades en
organizar pensamientos y tareas.

- Desorden de la conducta en la fase REM, presente en hasta un 80% de pacientes,
por el que se pierde la atonia muscular y se tienen movimientos o vocalizaciones
anormales y violentas. Mds del 90% de los pacientes con trastornos de la fase REM
son diagnosticados post-mortem con sinucleinopatias, tanto DLB como PD.

- Parkinsonismo, en mas del 85% de pacientes y con los sintomas tipicos de la PD.
Sin embargo, su manifestacién es més variable y suele ser simétrica y menos grave
(Tousi et al., 2017).

- Alucinaciones visuales recurrentes y frecuentes, tipicamente en fases tempranas
de la enfermedad. Normalmente se relacionan con problemas visuales, y los
pacientes que las sufren suelen presentar deterioro cognitivo mas grave (Pezzoli et

al., 2017).

Ademids de los sintomas principales también se suelen tener en cuenta caracteristicas
secundarias como una marcada sensibilidad a los antipsicéticos, disfuncién autonémica,
alucinaciones relacionadas con otros sentidos, y trastornos neuropsiquidtricos como

apatia, ansiedad o depresién (McKeith et al., 2017).

Entre las demencias, la DLB es el segundo tipo mas comun, que constituye hasta el 20% de
los casos, aunque se estima que puede haber mas casos de los diagnosticados ya que en
sus fases tempranas suele confundirse con la enfermedad de Alzheimer (Vann Jones &
O’'Brien, 2014; Walker et al.,, 2015; Kosaka et al.,, 2017). De hecho, en estudios
histopatolégicos post-mortem se observa que alrededor del 50% de pacientes con
enfermedad de Alzheimer presentan también LB, y viceversa, pacientes con DLB
muestran la presencia de placas amiloides (Veyaludhan et al, 2017). Ademds, la
coincidencia de sintomas con otras sinucleinopatias (PD, MSA) y demencias (fronto-
temporal, vascular) aumenta la necesidad de més biomarcadores diagnédsticos a partir de
neuroimagen y electroencefalografia, para aumentar la precisién del diagnédstico y evitar
el riesgo que suponen los farmacos antipsicdticos en los pacientes de DLB (Boot, 2015;

Gomperts, 2016; Weil et al., 2017).



La DLB se puede manifestar entre los 50 y los 80 afios, y alrededor del 0.4% de la poblacién
mayor de 65 afios se encuentra afectada, sin diferencias de género significativas (Levin et
al., 2016). Tras el diagnoéstico, la esperanza de vida media se sitia en los 8 afos, y en

estados avanzados los pacientes no suelen poder cuidar de si mismos.

III. ATROFIA MULTISISTEMICA

La MSA es un trastorno neurodegenerativo que agrupa distintos casos clinicos clasificados
como atrofia olivopontocerebelar, sindrome de Shy-Drageer y degeneracion
estriatonigral. Al igual que las sinucleinopatias ya descritas, se caracteriza por la
disfuncién y degeneracion de los ganglios basales, que conducen a parkinsonismo, ataxia

cerebelar, disfuncién autonémica o demencia.

Sin embargo, a diferencia de las anteriores, la caracteristica definitoria de la MSA es la
presencia de inclusiones filamentosas de a-Syn en células gliales, especialmente en el
citoplasma de oligodendrocitos (Papp et al., 1989; Arima et al., 1998). Junto a esto, se
detectan astrogliosis y neurodegeneracién especialmente agresivas en dreas cerebrales
implicadas en el movimiento y el control de funciones autondmicas, como el cuerpo
estriado, la SNc, el puente troncoencefdlico, el ndcleo olivar inferior o el cerebelo (Figura

7) (Wenning et al., 2004).

En sus primeras manifestaciones, la MSA se caracteriza por un sindrome de aquinesia
similar a la PD, y en algunos casos por problemas en el equilibrio (Gilman et al., 2008).
Debido a esto, muchas veces se confunde en el diagnéstico con la PD y no se puede
determinar con precisién hasta el analisis histolégico, con la deteccién de las inclusiones
citoplasmaticas gliales. Actualmente se suelen distinguir dos variantes de la MSA, segin

los sintomas predominantes (Fanciulli & Wenning, 2015):

- MSA con parkinsonismo predominante (anteriormente denominada
degeneracién estriatonigral), donde destacan las caracteristicas extrapiramidales,

normalmente con un peor prondstico.
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- MSA con caracteristicas cerebelares (anteriormente denominada atrofia
olivopontocerebelar esporadica), donde predomina la ataxia cerebelar progresiva

con disartria y afeccién en el paso y los brazos.

Se estima que la MSA afecta a 5 de cada 100.000 personas, aunque la incidencia podria ser
mayor ya que muchos pacientes diagnosticados con PD presentan MSA en la autopsia. Los

primeros sintomas de la enfermedad aparecen entre los 50 y los 60 afios, y no se aprecian

diferencias de género en la afeccién.

Figura 7. Inmunorreactividad contra a-Syn en las principales sinucleinopatias.
A, cerebro sano. B-F, imagenes de agregados proteicos positivos para a-Syn en PD y
DLB: giro hipocampal (B), substantia nigra compacta (C), ganglios simpaticos (D),
plexo mientérico (E), region hipocampal CA2/3 (F). H-1, imagenes de agregados
proteicos de a-Syn en MSA: inclusién glial en la sustancia blanca frontal (G),
inclusiones neuronales en el nicleo pontino (H, I). Obtenido de Wakabayashi et al.,
1998.
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B. ETIOLOGIA AMBIENTAL Y GENETICA
DE LAS SINUCLEINOPATIAS

Actualmente, la/s causa/s de la PD y otras sinucleinopatias contindan siendo
desconocidas. Diferentes factores como la exposicién a toxinas, infecciones, efectos
secundarios de firmacos, trastornos metabdlicos o lesiones cerebrales pueden precipitar
la aparicidn de las sinucleinopatias, pero en la mayoria de casos se trata de enfermedades
idiopaticas y esporadicas. A continuacién se expondran fundamentalmente aquellos
factores que predisponen al desarrollo de la PD, ya que se dispone de mds informacién en

comparacion con otras a-sinucleinopatias.

Se han identificado distintos factores ambientales y genéticos que contribuyen a los
mecanismos patoldgicos, con una compleja interaccién entre ellos (Kalia & Lang, 2015).
Sin embargo, ninguno de ellos por si solo ha demostrado una causalidad concluyente, y su
papel se reduce a un aumento o disminucién del riesgo a desarrollar una sinucleinopatia
(de Lau & Breteler, 2006; Elbaz & Moisan, 2008). De este modo, el andlisis de estos factores
y sus complejos mecanismos de accién ha contribuido a clasificar a las sinucleinopatias, y
particularmente a la PD, como patologias complejas y multifacéticas, con una
vulnerabilidad preferencial de las neuronas DA y la implicacién de los LB (Obeso et al.,

2010).

A nivel genético, un 5-10% de los pacientes de PD portan mutaciones en genes especificos,
y alrededor del 15-20% presentan una historia familiar previa (Samii et al., 2004; Lesage &
Brice, 2009). Sin embargo, el hecho de portar mutaciones en genes especificos
identificadas de riesgo para desarrollar la PD no implica necesariamente la aparicién de la
enfermedad. La combinacién con otros factores de riesgo puede desencadenar la PD, en
cuyo caso el prondstico es mas precoz y grave en comparacion con variantes no genéticas.
El estudio de estas mutaciones y de la funcién celular de las proteinas afectadas ha
permitido avanzar en la comprensiéon de los mecanismos responsables de la disfunciéon
neuronal y la neurodegeneraciéon en la PD. Entre ellos, destacan los mecanismos
responsables de la formaciéon y acumulacién de formas reactivas toéxicas de las
sinucleinas, los sistemas de reciclaje de las células, la funciéon mitocondrial o el

metabolismo de lipidos, entre otros (Obeso et al., 2010).



I. MUTACIONES EN EL GEN SNCA: IMPLICACION
EN LAS a-SINUCLEINOPATIAS

El caso mas evidente del mal plegamiento y agregacidn de proteinas en las
sinucleinopatias es el de la misma a-Syn. La identificacién de la mutaciéon A53T en el gen
SNCA de varias familias italo-americanas y griegas permitié situar a esta proteina como
esencial en la patologia (Polymeropoulos et al., 1997; Spillantini et al., 1997, 1998a). Desde
entonces se han identificado mutaciones en el gen SNCA que se han asociado con mas
casos familiares de PD y DLB, de herencia dominante y relacionadas con una aparicién

mas temprana de la enfermedad (Chartier-Harlin et al.,, 2004). En general, estas

mutaciones provocan alteraciones de la secuencia y estructura de la proteina a-Syn que
conducen a la oligomerizaciéon de la misma y a la formacién de agregados fibrilares,

perdiendo de este modo su funcién biolégica

Hasta el momento se han descrito 6 mutaciones puntuales en el gen SNCA relacionadas
con casos familiares de PD, y todas en el dominio N-terminal: A30P, E46K, H50Q, G51D,
AS53T y AS3E (Kruger et al., 1998; Zarranz et al., 2004; Appel et al., 2013; Proukakis et al.,
2013; Kiely et al., 2013; Lesage et al., 2013; Pasanen et al., 2014). Estas modificaciones
conducen a cambios importantes en el plegamiento y las funciones de a-Syn, bien
desestabilizando su estructura y volviéndolas méds propensas a oligomerizar, o bien
alterando sus interacciones con otros elementos de la célula (Conway et al., 1998; Giasson
et al., 1999; Biere et al., 2000; Rospigliosi et al., 2009; Yonetani et al., 2009). Ambos casos
también llevan a la pérdida de algunas funciones beneficiosas de la a-Syn como la
proteccion contra la disfuncién mitocondrial o la apoptosis (Alves da Costa et al., 2000; et

al., 2002; Jensen et al., 2003).

Entre las mutaciones destacan A53T y A30P, que afectan la estructura de a-Syn alterando
su interaccion anfipdtica con lipidos. Esto sugiere una relaciéon antagénica entre la unién
de a-Syn a lipidos y su agregacion en especies citotdxicas (Cremades et al., 2012; Burré et

al., 2015; Iljina et al., 2016):



- AS53T: se relaciona con un desarrollo temprano de la PD, mostrando un fenotipo
mas grave, y neurodegeneracién y gliosis en zonas corticales y en el hipocampo
(Spira et al., 2001). La mutacién A53T conduce a un ratio de agregacion de a-Syn
mucho mayor que la forma wild-type, con diferentes dindmicas de oligomerizacién
(Conway et al., 2000a, 2000b; Serpell et al., 2000; Choi et al., 2004; Greenbaum et al.,
2005; Harada et al., 2009; Rospigliosi et al., 2009; Ghosh et al., 2013). Ademads, los
agregados de a-Syn con la mutacién A53T no pueden translocarse a los lisosomas
ya que su unién al receptor lisosomal LAMP2 bloquea la internalizacién,
inhibiendo a su vez la degradacién de otras proteinas alteradas (Cuervo et al.,
2004). En modelos animales, la introduccién de a-Syn con esta mutacién conduce a
una patologia similar a las sinucleinopatias humanas, con pérdida de neuronas
DA, ademas de la denervacién de las uniones neuromusculares y la degeneracion
de axones motores (van der Putten et al., 2000).

- A30P: los pacientes con la mutacién A30P presentan un fenotipo similar a la PD
esporadica, con demencia moderada. Esta forma mutada de a-Syn tiene ratios de
agregacion similares a la forma wild-type, pero pierde la capacidad de interactuar
con fosfolipidos (Narhi et al., 1999; Serpell et al., 2000; Chandra et al., 2003; Fares et
al., 2014; Ghosh et al., 2014; Rutherford et al., 2014; Ysselstein et al., 2015). Por
tanto, tiene menor capacidad de unirse a vesiculas sindpticas y a otras proteinas
del complejo SNARE, lo que dificulta la regulacién del transporte axonal
conduciendo a un déficit en la neurotransmisiéon (Jensen et al., 1998; Saha et al.,
2004; Sousa et al., 2009). La introduccién de la forma de a-Syn con la mutacién
A30P en modelos murinos conduce a algunas caracteristicas tipicas de la DLB,

como resistencia a la proteinasa K o patologia neuritica (Neumann et al., 2002).

Durante el desarrollo de esta tesis se ha utilizado un modelo de ratén transgénico con la
doble mutacién A53T-A30P, para abordar el rol de la misma en el control de la

neurotransmisién DA.

Respecto a la mutacién E46K, se ha visto que afecta a la repeticion de la secuencia
consenso KTKEGV en la estructura primaria de a-Syn, de modo que se altera su
plegamiento y presenta propiedades tdxicas similares a las de la mutacién AS53T.

Particularmente, la mutacién E46K también se ha encontrado relacionada con casos



familiares de DLB. Por otro lado, individuos con las mutaciones G51D o A53E presentan
caracteristicas neuropatoldgicas de la PD y MSA, lo cual apoya la visién de que las
etiologias de las sinucleinopatias se encuentran relacionadas (Kiely et al., 2013; Whittaker

etal., 2017).

Ademas de estas mutaciones, también se han relacionado duplicaciones y triplicaciones
del gen SNCA con casos familiares de PD (Singleton et al., 2003), asi como variaciones
alélicas en la regién promotora y la region terminal del gen (Ross et al., 2007; Pankratz et
al., 2009). La cantidad de sinucleinas que se expresan en la célula tiene un efecto marcado
en sus mecanismos; en modelos de levaduras, la duplicacién de la expresién de a-Syn es
suficiente para causar su cambio de localizacién y la formacion de inclusiones citotéxicas
(Outeiro & Lindquist, 2003). En humanos con duplicaciones de SNCA, los individuos
asintomaticos presentan problemas de aprendizaje y pueden desarrollar la PD de forma
precoz y con demencia (Chartier-Harlin et al., 2004; Ibanez et al., 2004; Nishioka et al.,
2006; Keri et al., 2010). Con la triplicacién hay un desarrollo incluso més precoz y agresivo
de la PD, en el que se detecta un aumento de la a-Syn en sangre, y los pacientes suelen
presentar una patologia extranigral mas tipica de la DLB (Singleton et al., 2003; Bradbury,
2003; Farrer et al., 2004; Miller et al., 2004). Esta correlacién entre la dosis génica y la
patologia sugiere que la manipulacién de la expresién de a-Syn puede constituir una

estrategia terapéutica o preventiva.

Por ultimo, ademas de mutaciones concretas cuya correlacién con las sinucleinopatias
resulta mas clara, se han identificado otros factores de riesgo genético que aumentan la
predisposicion a desarrollar la patologia de forma idiopdtica (Lee et al., 2009). Algunos
estudios de asociacion gendmica han relacionado varios polimorfismos en el gen SNCA
con un mayor riesgo de desarrollar la sinucleinopatia (Tabla 1) (Davie, 2008; Simon-

Sanchez et al., 2008; Latourelle et al., 2009; Satake et al., 2009; Wider et al., 2010).



II. FACTORES GENETICOS INDIRECTOS

SINTESIS Y RECICLADO DE PROTEINAS

Otros genes involucrados en la PD codifican para proteinas relacionadas con los procesos
de reciclado y mantenimiento de la homeostasis proteica, encargados de degradar
proteinas celulares danadas o mal plegadas que se encuentran en el citoplasma celular, en
el nucleo o en el reticulo endoplasmatico; por ejemplo, la disfuncién del mecanismo
ubiquitina-proteosomal puede conducir a la acumulacién de a-Syn y a la patologia de LB
(Figura 8). Estudios preclinicos mostraron que la administracion de inhibidores del
complejo proteasomal en ratas provocan anormalidades conductuales, pérdida del
contenido de DA estriatal y neurodegeneracién DA, con inclusiones similares a los LB con
a-Syn (McNaught et al., 2004). Ademas, se ha reportado la existencia de formas aberrantes
de proteinas ubiquitinadas colocalizando con subunidades proteosémicas en los LB en

cerebros post-mortem de pacientes con PD (McNaught et al., 2001; Pan et al., 2008).

En este contexto, se han identificado mutaciones en el gen PARK2 que codifica para la
ubiquitina-ligasa parkina, que conducen a la agregacion de formas téxicas de diferentes
proteinas, incluyendo la a-Syn (Kitada et al., 1998; Mori et al., 1998; Shimura et al., 1999,
2000; Farrer et al., 2001; Pramstaller et al., 2005). Ratones knock-out para dicha proteina
muestran una reduccién de la neurotransmisién DA en el sistema nigroestriatal y déficits

de la actividad motora (Goldberg et al., 2003; Itier et al., 2003).

Otra proteina asociada a casos familiares de herencia dominante es UCH-L1 (ubiquitin
carboxy-terminal hydrolase L1), implicada en la des-ubiquitinacién de proteinas en el
sistema nervioso y que se ha identificado también colocalizando en los LB (Lowe et al.,
1990; Leroy et al., 1998; Liu et al., 2002). Se ha descrito que la mutacién 193M reduce la
funcién de UCH-L1 conduciendo a la acumulacién de proteinas ubiquitinadas en la célula.
Utilizando modelos de ratones se ha observado que la expresién de la forma mutada
conduce a la pérdida de funcién y a la muerte de las neuronas DA (Setsuie et al., 2007).
Incluso, la mutacion del sitio catalitico de UCH-L1 ha permitido generar un modelo
murino con distrofia axonal, ataxia sensorial y déficits motores, con inclusiones de f3-

amiloide y sinucleinas (Yamazaki et al., 1988; Saigoh et al., 1999; Wang et al., 2004).
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Figura 8. El sistema ubiquitina-proteasomal en la PD. En condiciones normales,
las proteinas destinadas a ser degradadas se marcan con ubiquitinas, a través de
ligasas como la parkina, y se des-ubiquitinan con des-ubiquitinasas como la UCH-
L1. Mediante condiciones de estrés, alteraciones en la produccién de energia o
mutaciones en estas proteinas se puede perturbar el sistema, lo cual conduce a la
acumulacién de agregados de proteinas anormales y tdxicas para la supervivencia

neuronal. Obtenido de Lim & Tan, 2007.

Uno de los mecanismos que desempefla un papel clave en el control del plegamiento
adecuado de las proteinas es la respuesta que se activa frente a las proteinas mal plegadas
en el reticulo endoplasmatico y el trafico reticular, a través de la via de sefializaciéon UPR
(unfolded protein response) (Soto et al., 2003). Esta respuesta constituye un sistema de
control adaptativo de la célula para evitar la acumulacién de proteinas anémalas, de modo
que se mantenga la homeostasis celular o se activen los mecanismos de apoptosis (Cooper
et al., 2006; Ron et al., 2007). Asi, en la patogénesis de la PD se ha descrito la activacion de
la via UPR, tanto en muestras post-mortem de pacientes como en modelos animales
citotéxicos de PD. En estos casos, se observan niveles incrementados de proteinas que
forman parte de esta via de sefializacion como BIP, IRE1, ATF6 o PERK, algunas de ellas
incluso colocalizando con agregados de a-Syn (Hoozemans et al., 2007; Selvaraj et al., 2012;

Mercado et al., 2016; Colla, 2019).



Ademas del mecanismo ubiquitina-proteasomal, también se han relacionado alteraciones
de la autofagia con la PD. La autofagia es un proceso catabdlico que dirige orgdnulos
disfuncionales o proteinas mal plegadas hacia el lisosoma para su degradacidén, que
incluye micro-autofagia, macro-autofagia y autofagia mediada por chaperonas. Varias
evidencias indican que una disfuncién en la via de la autofagia lisosomal desempefia un
papel importante en la patogénesis de la PD. En concreto, deficiencias de la hidrolasa
lisosémica glucocerebrosidasa (GBA), codificada por el gen GBAI, conduce al trastorno
del almacenamiento lisosémico mas comun conocido como la enfermedad de Gaucher. Se
ha descrito que mutaciones en la GBA aumentan la susceptibilidad a la patogénesis de la
PD y que alrededor de un 7-10% de pacientes con PD y un 7-15% de pacientes con DLB
presentan mutaciones en el gen GBA (Stoker et al., 2018; Blandini et al., 2019). En
individuos heterocigotos para la mutacién, que no desarrollan enfermedad de Gaucher,
hay entre 20 y 30 veces mas riesgo de desarrollo de PD, con sus caracteristicas tipicas y
acumulacién de LB, aunque con una aparicién mds temprana y un declive motor y

cognitivo mas agudo (Neumann et al., 2009; Pulkes et al., 2014).

FUNCION MITOCONDRIAL

Las mitocondrias son organulos muy dindmicos y su homeostasis estd preservada por
diferentes procesos, entre los que destacan la biogénesis mitocondrial, fusién, fisién y
mitofagia (Park et al., 2018). Se han identificado varias mutaciones en genes codificantes
para proteinas involucradas en la funcién mitocondrial asociadas con la patologia de la
PD. Entre ellas destacan las proteinas PINK1 (PTEN-induced kinase 1), que contribuye en
los procesos de fisién y fusién mitocondrial, y DJ1, que ademas de regular la dinamica del
Ca?*, también modula el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial (Gémez-Suaga

et al., 2018; Strobbe et al., 2018; Liu et al., 2019).

Ademas, otra de las mutaciones se encuentra en el gen LRRK?2 (leucine-rich repeat kinase 2)
que codifica la proteina kinasa LRRK2, capaz de unirse a la membrana externa de las
mitocondrias y participar en los procesos de fusion y fision (Chen & Wu, 2018). Hasta un
5% de los pacientes con historia familiar presentan mutaciones en este gen, aunque

también se encuentran en un 3% de casos esporadicos (Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprich et



al., 2004; Kachergus et al., 2005). El papel fisioldgico y en la neurodegeneracién de esta
kinasa es poco conocido, pero se le atribuye una funcién de proteina-kinasa dependiente
de GTP por sus dominios de interaccién ricos en leucina, un dominio GTPasa y una region
MAPK (Anand & Braithwaite, 2009). Las mutaciones mas cominmente encontradas en el
gen LRRK2 son G2019S y R1441C que afectarian la actividad kinasa de la proteina
conduciendo a la acumulacién de a-Syn (Greggio et al., 2006; Smith et al., 2006). La
mutacion hace al portador proclive a desarrollar la enfermedad pero no es suficiente para
causarla, lo cual explica la variabilidad en la expresividad y penetrancia de la mutacién en
una familia. Esta caracteristica explicaria por qué en los estudios neuropatoldgicos de

pacientes con esta mutacion no todos presentan patologia de LB (Di Fonzo et al., 2005).

Por su parte, en estudios preclinicos con ratones con sobreexpresion de LRRK2 se ha
descrito un aumento en la liberacién de DA estriatal, con el consecuente comportamiento
hiperactivo, mientras que ratones knock-out no presentan cambios en la neurotransmisién
pero si se detecta una acumulacién de a-Syn en los rifiones de los animales (Andrés-
Mateos et al., 2009; Tong et al., 2010; Li et al., 2010). En concreto, cuando se introduce la
forma de LRRK2 con la mutacién G2019S también se ha observado una mayor
vulnerabilidad de los ratones frente a la neuropatologia producida por la sobreexpresién
de a-Syn o por téxicos como MPTP, de modo que los ratones presentan mayores déficits
motores, pérdida de neuronas DA y astrogliosis (Volta & Melrose, 2017; Benson et al., 2018;
Novello et al., 2018; Arbez et al., 2020). Considerando la importancia de LRRK2, en esta
tesis se ha decidido incluir un modelo ratén con la forma humana del gen LRRK2 con la

mutaciéon G2019S, para el estudio de sus efectos en la funcién DA.

Tabla 1. Principales genes y proteinas identificadas como factores de riesgo

genético de la PD, con su localizacién en el genoma humano.

PARK1/4 4q21 a-sinucleina Dominante
PARK2 6q25.2-q27 Parkina Recesiva
PARK5 4pl4 UCH-L1 Dominante
PARKG6 1p36 PINK1 Recesiva
PARK7 1p36.23 DJ1 Recesiva
PARKS 12q12 LRRK2 Dominante

GBA 1g21 GBA Susceptibilidad



Por tultimo, en el caso de pacientes con DLB no se han encontrado causas genéticas y la
enfermedad no parece tener un componente hereditario. Sin embargo, hay cierto
solapamiento en el factor genético de la DLB con otras sinucleinopatias y con la
enfermedad de Alzheimer. Asi, el riesgo de desarrollar DLB es mas elevado con el alelo E4
del gen APOE (apolipoproteina E), y se ha asociado con mutaciones en los genes PARK11y
GBA (Velayudhan et al., 2017; Weil et al., 2017). En cuanto a la MSA, los polimorfismos en
genes como LRRK2, SNCA, GAK (cyclin G-associated kinase) o MAPT (microtubule-associated
protein tau) se han identificado como factores de riesgo (Scholz et al., 2009; Vilarino-Gtiell

etal., 2011).

FACTORES AMBIENTALES

Estudios epidemioldgicos han descrito que la exposicién a compuestos citotdxicos como
insecticidas o herbicidas puede predisponer al desarrollo de PD (Frigerio et al., 2006; Dick
et al., 2007; Tanner et al., 2009). Asi, la administracién crénica de rotenona o paraquat
conduce a la pérdida de neuronas DA de la SNc y sus conexiones nigroestriatales en
ratones, dando lugar a un fenotipo neurodegenerativo similar a la PD que incluye la
acumulacién de a-Syn (Brooks et al., 1999; Betarbet et al., 2000; Sherer et al., 2003).
Ademas, otros compuestos como la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), un
andlogo narcético de la meperidina, causa un sindrome parkinsoniano en humanos,
mientras que en modelos animales murinos y primates produce pérdida de neuronas DAy
deficiencias en la neurotransmisién (Davis et al., 1979; Langston et al., 1983; Vila et al.,

2000; Jackson-Lewis et al., 2012).

Tanto los pesticidas como el metabolito del MPTP (MPP*) son captados por las neuronas
DA de la SNc a través del transportador de DA (DAT). Estos compuestos alteran la funcién
del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial, afectando la fosforilacién oxidativa
y la produccion de energia. En este contexto, se generan especies reactivas de oxigeno
que resultan toxicas para las neuronas al inducir estrés oxidativo, que conduce a procesos
apoptdticos (Dinis-Oliveira et al., 2006; Ayala et al., 2007). Ademas, hay otros elementos

que pueden generar y aumentar este estrés, como los metales pesados presentes en las



inclusiones proteicas o los metabolitos derivados de la sintesis y degradaciéon de la DA

(Hirsch, 2009; Meiser et al., 2013).

FACTORES EPIGENETICOS

En los ultimos anos se ha sugerido que los factores epigenéticos podrian tener un papel
clave en las formas esporadicas de PD (Feng et al., 2015; Surguchov et al., 2017). Un
ejemplo de ello es la metilacién de las dos islas CpG en el gen SNCA (ex6n 1 e intrén 1) y en
el gen SNCG (intrén 1), que impide la unién de factores de transcripciéon que modulan su
expresion (Iwata et al., 2001; Surgucheva & Surguchov, 2008). Los patrones de metilacién
en estos genes son diferentes en pacientes de PD y en individuos sanos, pero también se
han identificado diferencias epigenéticas en otros genes, como la hipometilacién del
promotor del gen del factor TNFa o la hipermetilacién de regiones CpG de la sinfilina 1, la

sintaxina 1B o la glicoproteina GPNMB (Yang et al., 2017).

C. ASPECTOS NEUROPATOLOGICOS
DE LAS SINUCLEINOPATIAS

I. LOS CIRCUITOS MONOAMINERGICOS

En el cerebro, el sistema dopaminérgico se organiza en cuatro circuitos principales de

proyeccién (Figura 9) (Malenka et al., 2009; Ikemoto, 2010; Hong, 2013):

- Nigroestriatal: desde la substantia nigra compacta al nicleo caudado y el putamen,
en el cuerpo estriado dorsal. Se encarga de la regulacién de las funciones motoras
en el circuito de los ganglios basales cuerpo estriado, e influye en procesos
cognitivos como el aprendizaje asociativo. También se ha descrito la proyeccion de

la SNc hacia el nicleo subtalamico (Cragg et al., 2004).



- Mesolimbico: desde el area tegmental ventral (VTA) al cuerpo estriado ventral,
incluyendo el nucleo accumbens y el tubérculo olfativo. Regula los procesos
cognitivos con componente emocional, como aquellos basados en recompensas
(incentivos, placer, refuerzo positivo) o en la aversién. Esta via también incluye
proyecciones menores hacia la amigdala, el hipocampo, el bulbo olfatorio y la
corteza cingulada.

- Mesocortical: desde la VTA a la corteza prefrontal, influyendo en algunas
funciones ejecutivas. La desregulacién de las vias mesocorticolimbicas se ha
relacionado con algunos trastornos de adiccién, desorden de déficit de atencién e
hiperactividad y esquizofrenia (Blum et al., 2017; Volkow et al., 2017).

- Tuberoinfundibular: desde el nucleo arcuato del hipotalamo a la eminencia
mediana de la glandula pituitaria, a través del sistema porta hipofisario.
Principalmente este sistema regula la liberacién de prolactina de la

adenohipdfisis, y la disfuncidn del mismo conduce a hiperprolactinemia.

La actividad eléctrica de las neuronas DA se caracteriza por descargas ténicas (1-10 Hz)
interrumpidas por descargas fasicas en formas de rafagas cortas de alta frecuencia (80 Hz)
(Marinelli & McCutcheon, 2014; Paladini & Roeper, 2014). Esta actividad estd modulada
principalmente por las caracteristicas de la conductancia de la membrana y la regulacién
glutamatérgica y GABAérgica, asi como por el autorreceptor DA D2 y el transportador

DAT, entre otros (Durante et al., 2004; Shi 2009).
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Figura 9. Esquema de las principales vias dopaminérgicas en el cerebro humano:
via nigroestriatal, implicada en el control de la funcién motora; vias mesolimbica y
mesocortical, implicadas en la regulacién de la funcién del circuito emocional y
cognitivo; y via tuberoinfundibular implicada en la regulacién de la funcién

neuroendocrina (CC BY-SA 4.0).

En la PD y otras sinucleinopatias se ha observado que las neuronas DA de la via
nigroestriatal son m4és susceptibles a la degeneracién y toxicidad de los LB que otras
neuronas DA, aunque las causas contintian siendo objeto de debate (Dragicevic et al.,
2015). Se ha descrito que frente a estrés celular crénico la pérdida de las neuronas DA de la
SNc es mayor, detectdndose una deplecién de DA en el CPu (Mizoguchi et al., 2000; Smith
et al., 2008; Rasheed et al., 2010). Algunos factores diferenciales y que caracterizan las
neuronas DA de la SNc incluyen: 1) la expresion de canales de calcio Cayl.3, que provocan
variaciones rapidas en las concentraciones de Ca? potenciando el estrés oxidativo
(Surmeier et al., 2011), y 2) la mayor densidad de canales de potasio Kare, que activan
descargas transitorias de alta frecuencia, aumentando la demanda metabdlica y el estrés

de las neuronas DA (Schiemann et al., 2012).

La pérdida de neuronas DA en la PD lleva a que los ganglios basales desarrollen una
actividad sincronizada anormal, lo que resulta en una funcién motora deteriorada. En
pacientes con PD, los niveles de DA dorso-estriatal pueden verse reducidos hasta un 70-
95% a causa de la afeccion de la via nigroestriatal, un circuito esencial para el control del
movimiento voluntario (Scherman et al., 1989). La SNc se encarga liberar DA hacia el
cuerpo estriado dorsal para modular las vias de activacién del movimiento (directa e
indirecta) (Kandel et al., 2000). Por tanto, la presencia de los sintomas motores de la PD
estd relacionada con la disminucién de la estimulacién del cuerpo estriado (CPu) desde la
SNc. Secuencialmente, esto conduce a la desinhibicion de la via indirecta del ntcleo
subtaldmico, que reduce la actividad de la actividad talamocortical y por ello se inhibe
excesivamente el circuito corticoespinal, manifestindose con ello los sintomas motores
caracteristicos (Figura 10) (Kandel et al.,, 2000; Obeso et al, 2008a). Ademas, la
disminucion de la neurotransmisién DA también afecta al resto de las vias sobre las que
actia este sistema, como la 6culo-motora, asociativa, limbica y orbitofrontal (Obeso et al.,

2008b).



Ademas de los sintomas motores, también se han descrito sintomas no motores
relacionados con la funcién DA. Asi, la disfuncion de la funcidn ejecutiva se correlaciona
negativamente con los niveles del autorreceptor D2 en la region asociativa del CPu
(Christopher et al, 2014), y el tratamiento con levodopa puede mejorar la
neurotransmisiéon DA hacia regiones como el hipocampo y enlentecer la pérdida de
memoria (Costa et al., 2012; Calabresi et al., 2013). Los sintomas de depresion se atribuyen
principalmente a la disfuncién de las neuronas serotoninérgicas, pero también se pueden
relacionar con el deterioro del circuito DA mesolimbico que contribuiria a agravar las

alteraciones emocionales preclinicas (Salamone et al., 2012; Munhoz et al., 2015).
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Figura 10. Circuito del movimiento en condiciones normales y patolégicas. En
individuos sanos, la DA de la SNc activa la via directa e inhibe la via indirecta en el
CPu al actuar sobre sus neuronas espinosas medianas. Esto disminuye la actividad
del globo palido interno para reducir la inhibicién del tdlamo y la corteza,
promoviendo el movimiento. En condiciones patolégicas, la pérdida de la DA desde
la SNc lleva a la hipoactividad de la via directa y la hiperactividad de la indirecta,
por lo que aumenta la inhibicién que ejerce el globo péalido interno y se altera el

movimiento. Adaptado de McGregor & Nelson, 2019.

Como se coment6 previamente, la patologia de los LB afecta también a neuronas no DA,
como glutamatérgicas, GABAérgicas, noradrenérgicas o serotoninérgicas (Damier, 1999;

Gesi ef al., 2000; Bosboom et al., 2004; Guttman et al., 2007). Entre estos sistemas, es
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importante mencionar la pérdida de la funciéon del sistema serotoninérgico por su
vinculacidn directa con la sintomatologia depresiva que se observa en los pacientes con
PD. En estados tempranos de la PD se aprecia una disminucién de fibras serotoninérgicas
SERT-positivas en el nucleo caudado, el tdlamo, el hipotdlamo y la corteza cingulada
anterior, mientras que en estados mas avanzados también se detecta la pérdida de fibras
SERT-positivas en el putamen, la insula, la corteza cingulada posterior y la prefrontal
(Kerenyi et al., 2003; Kish, 2003; Guttman et al., 2007; Albin et al., 2008; Kish, 2008; Politis et
al., 2010; Politis et al., 2011a) (Figura 11). De acuerdo con estos datos, estudios recientes
también mostraron que pacientes con PD portadores de mutaciones en genes como SNCA
0 LRRK2 presentan una pérdida de fibras SERT-positivas antes de la pérdida de las fibras
DA estriatales, lo cual aumenta la importancia del papel temprano de la patologia
serotoninérgica en la progresion de la PD (Wile et al., 2017; Wilson et al., 2019). De este
modo, estos hallazgos sugieren que evaluar la integridad de la funcién serotoninérgica
podria ser una herramienta in vivo Gtil para identificar individuos en riesgo de desarrollar
la PD, antes de la evidencia de un déficit DA y precediendo el inicio de la enfermedad por
muchos afios. Aunque no se relaciona directamente con los objetivos de la presente tesis,
durante el desarrollo de la misma también se ha trabajado en la caracterizaciéon de un

modelo murino de PD con comorbidad con depresién (ver Referencias).

A Normal brain PD Control B Normal brain PD Control

Figura 11. Denervacion dopaminérgica y serotoninérgica en pacientes de PD.
Imégenes de PET-scan con ¥F-dopa (A) o ["'C]DASB (B) para la identificacién de
DAT y SERT, respectivamente, mostrando la denervacién dopaminérgica y
serotoninérgica en estructuras corticales y subcorticales de individuos sanos y

pacientes de PD con 8 afios de progresion. Obtenido de Politis et al., 2012.
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II. LA HIPOTESIS DE BRAAK

Utilizando anticuerpos contra a-Syn, Heiko Braak y colaboradores describieron un patrén
de distribucién de LB que comienza en los bulbos olfatorios y en zonas inferiores al tronco
cerebral, y avanza de forma progresiva ascendente hacia distintas regiones subcorticales y
corticales del cerebro (Figura 12). Ademds, también lograron correlacionar el patrén de
distribucién de los LB con la aparicién de los sintomas no motores y motores de la
enfermedad (Braak et al., 2003, 2006, 2007; Schapira & Tolosa, 2010; Adler & Beach, 2016).
Esta progresiéon se conoce como la hipétesis de Braak, y esta dividida en 6 estadios
(Jellinger 2009; Visanji et al., 2013). De este modo, segiin la hipétesis de Braak, la patologia
de las sinucleinopatias podria iniciarse en los extremos de los nervios olfativos o de los
plexos de Meissner en el sistema gastrico relacionandose con las alteraciones
gastrointestinales y la pérdida del sentido del olfato que se observan en estadios
tempranos de la enfermedad, atribuyendo un cardcter priénico al inicio de la PD (Pfeiffer,

2011; Doty, 2012). Los estadios de la hipétesis de Braak serian los siguientes:

- Estadio 1: la enfermedad empieza en las zonas inferiores del tronco encefélico
(nucleo motor dorsal del nervio vago) y del sistema olfativo (nucleo olfativo
anterior), donde son mas frecuentes las neuritas que los cuerpos de Lewy.

- Estadio 2: aparecen lesiones en los nucleos del rafe y el ndcleo reticular
gigantocelular, y los LB se empiezan a extender por el tronco encefédlico desde las
estructuras medulares hacia el locus coeruleus.

- Estadio 3: la patologia se empieza a detectar en la SNc, donde ya se acumulan LB.
Posteriormente progresa a las neuronas colinérgicas del ndcleo basal de Meynert.

- Estadio 4: se detecta una pérdida grave de neuronas DA en la SNc y empiezan a
afectarse la corteza limbica, paralimbica y olfativa, y sobre todo la amigdala y los
nucleos subtaldmicos. También se detectan astrocitos inmunorreactivos para a-
Syn (Arai et al., 1999; Braak et al., 2007).

- Estadio 5: la patologia alcanza el neocértex y se expande por los 1ébulos temporal,
parietal y frontal, mientras se observa muerte neuronal en varios de los ntcleos
afectados en estadios anteriores como los del rafe o el locus coeruleus.

- Estadio 6: la enfermedad alcanza su maxima gravedad, afectando las areas

motoras y sensoriales del neocortex.
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Figura 12. Estadios de Braak en la PD, mostrando los sitios de inicio en el bulbo
olfativo y el bulbo raquideo y la posterior propagacién de los LB por las regiones
corticales. La patologia de la a-Syn podria iniciarse en el sistema nervioso
periférico desde el epitelio olfativo o los terminales del nervio vago, tal vez por la

accion de agentes externos. Obtenido de Doty et al., 2012.

A pesar del apoyo de estudios in vitro, in vivo y clinicos para la hipétesis de Braak, también
hay dudas sobre si describe con precision el desarrollo de la PD en todos los pacientes
(Rietdijk et al., 2017). Un gran subconjunto de los pacientes de PD (51-83%) sigue la
estadificacion de Braak, mientras que un subconjunto mds pequefio del 7-11% no tiene LB
en el nucleo dorsal del nervio vago, pero sus regiones cerebrales superiores si se ven
afectadas (Jellinger, 2003; Kalaitzakis et al., 2008; Attems & Jellinger, 2008; Parkkinen et al.,
2008; Zaccai et al., 2008; Beach et al., 2009). Ademas, las personas con enfermedad de LB
incidental parecen tener una distribucion similar pero una expresién mas leve de
patologia de Lewy en comparacién con pacientes de PD, y pueden mostrar patologia en la
SNc y otras areas del cerebro sin alteraciones o pérdida neuronal en el nervio vago; esto
apuntaria a multiples sitios de origen para la patologia de los LB en lugar de una
propagacion desde el sistema nervioso entérico (Parkkinen et al., 2003; Jellinger et al.,
2004; Bloch et al., 2006; Dickson et al., 2008; Beach et al., 2009). Ademas, la hipédtesis de
Braak no explica cémo o por qué los nervios simpdticos cardiacos se ven afectados en
fases tempranas de la PD (Orimo et al., 2007). Recientes estudios en primates no humanos
también apoyan el origen multifactorial de las sinucleinopatias, mostrando que distintos
mecanismos patolégicos y vias de propagacién conducen a una degeneracién y
manifestacion clinica similar (Bourdenx et al., 2020). Por tanto, se puede concluir que no

todos los pacientes de PD se adhieren al patrén especifico de propagacion de los LB



propuesto por Braak. Aun asi, la hipdtesis inicial de Braak ha permitido poner en

evidencia las fases tempranas de la enfermedad y la propagacién de a-Syn.

III. CUERPOS DE LEWY Y ALTERACIONES
HISTOPATOLOGICAS

La principal caracteristica histopatolégica de las sinucleinopatias es la formacién y
acumulacién de los cuerpos y neuritas de Lewy en varias areas cerebrales
interconectadas, como se ha descrito anteriormente. Los agregados se observan en
neuronas de pacientes de PD o DLB y en células gliales en la MSA (Arima et al., 1998;
Kruger et al., 1998; Mezey et al., 1998; Spillantini et al., 1998; Wakabayashi et al., 1998), pero
también se detectan en gran parte de casos de otras enfermedades neurodegenerativas
como la de Alzheimer (Hamilton 2000, Mukaetova-Ladinska et al., 2000). Los LB se
distinguen por un cuerpo eosindfilo rodeado de un halo palido, pero varian en su
frecuencia, tamafio, forma y estructura segun las areas cerebrales (Gibb et al., 1991). Estan
formados principalmente por a-Syn, que se encuentra hiperfosforilada y en una

estructura fibrilar insoluble (Lotharius et al., 2002; Iwatsubo, 2003; Dickson et al., 2009).

Ademas, hay otras proteinas colocalizando con a-Syn en los agregados insolubles. Entre
ellas se ha detectado y-Syn, lo cual apoya evidencias en modelos in vitro que demuestran
que y-Syn puede desencadenar el proceso de agregacién de a-Syn actuando como
nucleador (Surgucheva et al., 2012, 2014). Ademads, también se han encontrado otras
proteinas como parkina, sinfilina-1 y ubiquitinas formando parte de los agregados;
considerando la funcién de estas proteinas, esto apuntaria a que los agregados de a-Syn
estan siendo marcados para su reciclaje proteasomal (Kawamata et al., 2001; Sharma et al.,
2001). Por otra parte, los LB también contienen chaperonas como HSP27, HSP70 o HSP90,
o apolipoproteinas, que por su estructura intrinsecamente desplegada también pueden
formar agregados amiloides (Spillantini et al., 1997; Hatters & Howlett, 2002; Outeiro et al.,
2006). Recientemente también se ha descrito un alto contenido lipidico en los LB,
confirmando la presencia de membranas y organulos colocalizando a-Syn que apoyan la
hipétesis de un trafico de organulos deteriorado como elemento conductor de la

patogénesis de la PD y otras sinucleinopatias (Shahmoradian et al., 2019).



IV. EFECTOS TOXICOS DE LAS SINUCLEINAS

Actualmente se barajan dos hipdtesis principales acerca del papel téxico de a-Syn en la
PD: la ganancia de una funcién téxica por la acumulacién de a-Syn, o la pérdida de una
funcidn protectora (Kanaan & Manfredsson, 2012; Collier et al., 2016; Oikawa et al., 2016;

Wong & Krainc, 2017).

Existen varias causas que desencadenan la toxicidad de a-Syn, como el aumento de su
concentracién en la célula o la alteracidén de su estructura por mutaciones, modificaciones
post-traduccionales, etc. que aumentan su propension a agregarse. Entre estas
modificaciones destaca la fosforilacion de a-Syn, en especial en su residuo Ser129, que en
condiciones fisiolégicas regula la funcién de a-Syn reduciendo su afinidad por otras
proteinas y vesiculas (Pronin et al., 2000; Ishii et al., 2007; Mbefo et al., 2010; Visanji et al.,
2011; Oueslati, 2016). Sin embargo, la fosforilacién excesiva puede promover la
oligomerizacién de las sinucleinas (Cavallarin et al., 2010; Sato et al., 2013; Samuel et al.,
2015; Ma et al., 2016). En humanos sanos sélo esta fosforilado el 4% del total de a-Syn en el
cerebro, pero en los agregados detectados en cerebros post-mortem de pacientes las formas
fosforiladas de a-Syn llegan hasta el 90% del total (Fujiwara et al., 2002; Saito et al., 2003;

Wang et al., 2012; Stewart et al., 2015).
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Figura 13. Representacion de la estructura de a-Syn: dominio N-terminal (verde)
con las repeticiones KTKEGV y la localizacién de las mutaciones relacionadas con
las sinucleinopatias, dominio hidrofébico central (azul) y dominio acidico C-
terminal (violeta). Se indican algunas de las modificaciones post-traduccionales
que pueden afectar a la funcién o estructura de a-Syn. Obtenido de Ottolini et al.,
2017.



La conversion de a-Syn de moléculas monomeéricas solubles a formas agregadas insolubles
es otro elemento clave en la patogénesis de las sinucleinopatias. Experimentos in vitroy en
modelos celulares han demostrado que las moléculas de a-Syn son propensas a formar
oligémeros uniéndose a través de su dominio central hidrofébico (Figura 13) (Bengoa-
Vergniory et al., 2017; Alam et al., 2019). En el inicio del proceso de agregacién, a-Syn
forma especies oligoméricas metaestables y relativamente solubles, que pueden
autoensamblarse en estructuras fibrilares de mayor tamaio e insolubles (Fink et al., 2006;

Uversky, 2007; Breydo et al., 2012).

Las especies oligoméricas y protofibrillas de a-Syn son altamente tdxicas para la célula,
ya que afectan a funciones como la produccién de energia, el trafico reticulo-Golgi, el
reciclaje de proteinas o la transmisién sindptica (Winner et al., 2011; Lashuel et al., 2013).
Ademas, los oligdmeros también son capaces de unirse a membranas plasmaticas
formando poros en ellas, lo cual conduce a una perturbacién del equilibrio iénico y la
sefializacion intracelular (Lashuel ef al., 2002; Furukawa et al., 2006; Kim et al., 2009;
Tsigelny et al., 2012). Por el contrario, en modelos animales y celulares se ha comprobado
que las fibrillas maduras y los agregados amiloides de mayor tamafio no serian tan téxicos
como las especies intermedias y los oligémeros de pequefio tamano (Takeda et al., 2006;

Emadi et al., 2007; Winner et al., 2011; Roberts & Brown, 2015; Cascella et al., 2019).

En el caso especifico de las neuronas DA se ha comprobado que son especialmente
vulnerables a la toxicidad de las sinucleinas. Por un lado, algunos procesos del
metabolismo de la dopamina aumentan la propensiéon de a-Syn para formar especies
oligoméricas y fibrilares. La misma DA o algunos de sus metabolitos como dopamina-
quinona o DOPAL pueden estabilizar las formas protofibrilares de a-Syn, impedir su
degradacion e incluso aumentar la probabilidad de oligomerizacién (Conway et al., 2001;
Burke et al., 2003; Bisaglia et al., 2007; Martinez-Vicente et al., 2008; Leong et al., 2009; Lee
et al., 2011). Por otra parte, la mayor vulnerabilidad de las neuronas DA también se debe a

que a-Syn modula varios de sus elementos presindpticos:

- Sintesis de DA: a-Syn modula negativamente la actividad de la enzima TH, por lo
que la pérdida de funcién de a-Syn altera la sintesis y homeostasis de la DA (Pérez

et al., 2002; Peng et al., 2005; Alerte et al., 2008; Lou et al., 2010).



- Almacenamiento en vesiculas: en modelos celulares, la sobreexpresion de a-Syn
altera el gradiente de protones vesicular, lo cual inhibe el almacenamiento de los
neurotransmisores y aumenta el nivel de catecolaminas citosélicas, causando un
mayor estrés oxidativo (Lotharius et al., 2002; Xu et al., 2002; Larsen et al., 2006;
Mosharov et al., 2006). Ademds, el aumento de los niveles de a-Syn también
modula negativamente el trafico del transportador VMAT2 desde el sistema de
Golgi a las vesiculas, provocando un aumento de la DA citosélica y del estrés
celular (Cooper et al., 2006; Ogburn & Figueiredo-Pereira, 2006; Chen et al., 2008).

- Trafico y liberacion de vesiculas: la pérdida de funcién de a-Syn conduce a la
deplecién de la reserva distal de vesiculas sindpticas, que se acaban liberando
excesivamente (Ruiz et al., 2014; Emanuele & Chieregatti, 2015). Por el contrario,
niveles excesivos de a-Syn conducen a una mayor interaccién con las vesiculas,
que se acumulan en las reservas distales (Kurz et al., 2010; Lundblad et al., 2012;
[fiigo-Marco et al., 2017). Esta acumulacién local favorece la proximidad de las
moléculas de a-Syn, aumentando la probabilidad de formaciéon de especies

oligoméricas y fibrillas amiloides.

Respecto a y-Syn, al igual que a-Syn presenta una conformacién desplegada y proclive a
agregarse en oligémeros solubles (Golebiewska et al., 2014). En modelos animales, la
sobreexpresion de y-Syn conduce a la formacién de agregados e inclusiones, astrogliosis,
déficits motores y muerte prematura (Ninkina et al., 2009). Esta agregacién se ve facilitada
por la oxidacidén de los residuos Met-38 y Tyr-39; sin embargo, las formas oxidadas de y-
Syn son especialmente relevantes porque se ha demostrado su capacidad de iniciar la
agregacion de moléculas de a-Syn, y colocalizan con la forma fosforilada de a-Syn en los

agregados fibrilares (Surgucheva et al., 2012, 2014).

En pacientes de sinucleinopatias también se han encontrado niveles aumentados de y-Syn
(Rockenstein et al., 2001). Concretamente, se pueden encontrar agregados de y-Syn
resistentes a proteasas en la SNc, la amigdala o el giro dentado del hipocampo de
pacientes de PD y DLB, con efectos téxicos similares a los de a-Syn (Galvin et al., 1999;
Ninkina et al., 2009, Nguyen et al., 2011). Ademads, las inclusiones de y-Syn también se
detectan en cerebros post-mortem de pacientes de otras enfermedades neurodegenerativas

como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Gaucher o esclerosis lateral amiotréfica



(Myerowitz et al., 2004; Peters et al., 2012; Surgucheva et al., 2014). Por otra parte, también
se han detectado acumulaciones de y-Syn en algunas capas de la retina y en el nervio

6ptico en pacientes de DLB y de glaucoma (Maurage et al., 2003; Surgucheva et al., 2005).

PROPAGACION Y NATURALEZA PRIONICA DE LAS SINUCLEINAS

En cerebros post-mortem de pacientes de PD con trasplantes neurales se detecté patologia
de LB en las células del implante, lo cual llevé a hipotetizar que a-Syn podria propagarse
entre células (Li et al., 2008; Kordower et al., 2008). En experimentos in vitro y en modelos
celulares se ha comprobado que formas mal plegadas de a-Syn o sus especies fibrilares
pueden inducir la agregacién de otras moléculas de a-Syn normales, por fenémenos de
nucleaciéon (Wood et al., 1999; Brundin et al., 2008; Danzer et al., 2008; Angot & Brundin,
2009; Desplats et al., 2009; Goedert et al., 2010; Angot et al., 2012). Ademas, la inyeccién in
vivo de formas agregadas de a-Syn en cerebros de animales induce la formacién de

inclusiones que se pueden expandir a neuronas de regiones distales (Goedert, 2015).

El mecanismo mds probable para la transmisién entre células de las formas téxicas de a-
Syn ocurriria en tres pasos (Figura 14): 1) a-Syn se libera al espacio extracelular, por
exocitosis o por la muerte de la célula; 2) las formas téxicas penetran en otras células por
endocitosis, translocacién en la membrana, transmisién trans-sindptica o mediante
receptores celulares; y 3) la a-Syn internalizada recluta mas moléculas de a-Syn citosélicas
de la nueva célula, y actiia como nucleadora para formar nuevos agregados patogénicos
(Angot & Brundin, 2009). De esta forma, los agregados de a-Syn tendrian una transmision
prionica, lo cual podria estar relacionado con la propagacién de la patologia de LB
observada anatémicamente segun los estadios de Braak (Braak et al., 2003; Brundin et al.,
2008; Olanow & Prusiner, 2009; Goedert et al., 2010; Polymenidou & Cleveland, 2012).
Ademas, las formas téxicas de a-Syn también pueden desencadenar la agregacion de otras
proteinas como [-amiloide, tau o TDP-43, y promover su propagaciéon en otras
enfermedades neurodegenerativas (Giasson et al., 2003; Tsigelny et al., 2008; Ono et al.,

2012).
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Al igual que a-Syn, y-Syn también ha mostrado capacidad de transmisién entre células,
probablemente siendo secretada a través de exosomas (Surgucheva et al., 2012). Esta
propiedad también se ha relacionado con la mayor concentracién de y-Syn en el liquido
cefalorraquideo de pacientes de enfermedad de Alzheimer o de Creutzfeldt-Jakob, DLB y

demencia vascular (Doherty et al., 2008; Oeckl et al., 2016).
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Figura 14. Propagacién y agregacion de a-Syn. Los fendmenos de agregacién
pueden producirse en el citoplasma o desde las membranas celulares. Los
mondmeros se agregan inicialmente oligomeros de varias conformaciones y
morfologias que acaban formando fibrillas, cuya acumulacién desencadena la
formacion de los cuerpos de Lewy. Si las especies toxicas salen al espacio
extracelular se pueden transmitir a otras células por endocitosis, penetracién
directa o a través de la sinapsis o receptores celulares. Obtenido de Lashuel et al.,
2013.
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V. y-SINUCLEINA COMO MARCADOR TUMORAL

Las tres sinucleinas de la familia presentan multiples funciones, muchas de ellas
redundantes, pero la mayor parte de estudios se ha centrado en la a-Syn por su relaciéon
con la PD. Sin embargo, y-Syn ha sido estudiada sobre todo por su papel en ciertos tipos de

cancer, y se conoce mucho menos su papel en relacién con el sistema nervioso.

Inicialmente, y-Syn fue denominada como la proteina BCSG1 (breast cancer-specific gene 1),
ya que se identific6 en varios tipos de tumores de mama de estado avanzado (Lavedan et
al., 1998). Posteriormente se ha demostrado su implicacidn en otros tipos de cancer como
el de ovario, cérvix, préstata, vejiga, higado, pancreas, pulmoén, eséfago, estomago o
colon, e incluso en tumores avanzados del sistema nervioso como ependimomas o
glioblastomas (Ninkina et al., 1998; Fung et al., 2003; Iwaki et al., 2004; Li et al., 2004; Liu et

al., 2005; Zhao et al., 2006; Li et al., 2007).

En los estudios clinicos se ha comprobado que la expresién elevada de y-Syn en los
tumores constituye un marcador de progresion, siendo signo de un prondstico
desfavorable ya que sus niveles se correlacionan con el estado de progresién del tumor (Ji
et al., 1997; Bruening et al., 2000, Guo et al., 2007). Siguiendo esta linea, mediante modelos
celulares se ha demostrado que y-Syn también estaria implicada en la regulacién de la
invasividad y metdstasis de los tumores, independientemente del tipo de cédncer, ya que
interactia o regula la expresiéon de proteinas implicadas en el ciclo mitético (ruta mTOR,
proteinas del checkpoint mitético), las cascadas de senalizacién (MAPK, senalizacidon
mediada por estrégenos) o la motilidad celular (metaloproteasas MMP2 o MMP9) (Jia et al.,
1999; Surguchov et al., 1999, 2001a; Fung et al., 2003; Gupta et al., 2003b; Surgucheva et al.,
2003; Inaba et al., 2005; Liu et al., 2005; Zhou et al., 2006; Surgucheva et al., 2006; Liang et

al., 2014).

Pese a esto, no se han encontrado evidencias de mutaciones ni amplificaciones del gen
SNCG en estas lineas tumorales, lo cual sugiere que su desregulacién se produce a nivel
transcripcional o por alteraciones epigenéticas (Ninkina et al., 1998; Bruening et al., 2000,

Gupta et al., 2003a; Yanagawa et al., 2004; Ye et al., 2008).
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3. TRATAMIENTOS DE LAS SINUCLEINOPATIAS

A. TRATAMIENTOS ACTUALES

Hoy en dia, las sinucleinopatias son enfermedades neurodegenerativas que no tienen
cura, en parte a causa de la falta de biomarcadores de diagndstico y progresién y a la
deteccién tardia de la enfermedad. Por ello, las intervenciones actuales son de tipo
sintomdtico, especialmente centradas en la reduccién de los efectos motores y en la

mejora de la calidad de vida de los pacientes.

I. TERAPIA FARMACOLOGICA

Actualmente no existen tratamientos que puedan detener la progresién de la PD. Durante
el curso temporal de la misma, los sintomas progresan invariablemente, y sin tratamiento
avanzan agresivamente hasta una pérdida de independencia en 8 a 10 afos (Casey, 2013).
En el proceso, los principales problemas se relacionan inicialmente con los sintomas
motores y la respuesta a la medicacién, pero la discapacidad de los pacientes aumenta con
el tiempo a causa de la comorbidad con por perturbaciones autonémicas, problemas de

sueno, alteraciones del estado de dnimo y déficit cognitivo.

Con el fin de revertir la sintomatologia motora se han desarrollado distintos tratamientos
para sustituir e incrementar los niveles de DA afectados por la degeneracién
nigroestriatal. El principal farmaco es la levodopa, un precursor de la DA que disminuye
los sintomas temporalmente tras atravesar la barrera hematoencefalica y ser metabolizada
(Olanow et al., 2011). Sin embargo, al ser administrada por via oral el 90-95% de la
levodopa es metabolizada periféricamente con efectos secundarios, por lo que se
administra con inhibidores de la DOPA-descarboxilasa como carbidopa o benserazida.
También se suele combinar con inhibidores de la catecol-O-metiltransferasa para evitar la

degradacion de la DA una vez metabolizada.
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Con el tiempo, la respuesta frente a la levodopa deja de ser constante y conduce a
disquinesias a lo largo del dia (fases on/off), ante lo cual se puede reducir la dosis o
modificar la via de administracién (Tolosa et al., 2007; Zhang & Tan, 2016). En esta
estrategia destaca el uso de bombas intraduodenales para la infusién continua y

prolongada de levodopa, que permite mantener los niveles en el plasma constantes.

Ademas de la levodopa, se han explorado otras terapias farmacolégicas con agonistas de
DA, en especial en las primeras fases de la enfermedad y edades mdas tempranas para
retrasar el uso de la levodopa y sus complicaciones (Samii et al., 2004; Aquino & Fox, 2015).
Estos fairmacos, como la ritogotina y la apomorfina, actian incrementando la respuesta
post-sinaptica al unirse a los receptores D1 y D2, aunque al administrarse periféricamente
también conducen a diversos efectos secundarios que limitan su potencial terapéutico.
Como estrategia para aumentar la cantidad de DA en los ganglios basales también se
emplean inhibidores de monoamino-oxidasa B (MAO-B), que permiten retrasar el uso de
la levodopa o para atenuar las fluctuaciones, aunque causan efectos secundarios y son

menos efectivos contra sintomas motores.

Respecto a la DLB sdlo se suelen ofrecer cuidados paliativos, ya que el tratamiento
farmacolégico no puede modificar la evolucién de la enfermedad y su complejidad clinica
aumenta por el equilibrio que debe alcanzarse entre los distintos tipos de sintomas (Boot,

2015; Walker et al., 2015; Velayudhan et al., 2017):

- Sintomas motores: los pacientes no son tan sensibles a los farmacos
antiparkinsonianos como levodopa, y deben introducirse con cautela por los
posibles efectos psicéticos que pueden agravar el componente neuropsiquidtrico.

- Sintomas neuropsiquidtricos: no hay tratamientos efectivos para las
alucinaciones visuales mds alld de la interrupcién del tratamiento con levodopa;
segln la tolerancia a anticolinérgicos o antidepresivos pueden usarse contra la
depresion, con el riesgo de empeorar las alucinaciones (McKeith et al., 2017; Tousi,
2017).

- Desordenes en la fase REM: se pueden tratar con melatonina, o con clonazepam
aunque puede empeorar el deterioro cognitivo (St Louis et al., 2017a, 2017D).

- Sintomas autondémicos: pueden evitarse reduciendo los farmacos dopaminérgicos

o antipsicéticos atipicos, en especial frente a problemas de tensién.



II. OTROS TIPOS DE TRATAMIENTO

Junto a las terapias farmacoldgicas, también se han desarrollado otros tipos de
tratamiento en aquellos casos donde los farmacos dopaminérgicos no responden Elbers et
al., 2015). En concreto, la estimulaciéon cerebral profunda puede mejorar entre un 30 y un
60% las capacidades motoras y las fluctuaciones en los pacientes al aplicarse sobre
regiones del circuito motor como el globo palido interno, el tdlamo o el nucleo

subtalamico (Temel et al., 2006; Okun & Foote, 2010).

La rehabilitacion fisioterapéutica y el ejercicio fisico regular también pueden mantener y
mejorar las capacidades motoras, en especial después de la medicacién con levodopa
(Goodwin et al., 2008). Los ejercicios de relajacion o fortalecimiento muscular, la
logopedia o la terapia ocupacional resultan beneficiosos en la mejora de la calidad de vida,
especialmente contra los sintomas de la DLB (Dereli & Yaliman, 2010; Connors et al.,

2018).

La afeccidén del proceso digestivo por problemas como estrefiimiento, gastroparesis o
disfagia suele requerir una dieta equilibrada para evitar el cambio de peso y minimizar
las consecuencias de la disfuncién autondémica. Especialmente, se recomienda evitar un
exceso de proteinas junto a la medicacién, para evitar la competencia con la levodopa al

atravesar la barrera hematoencefdlica (Barichella et al., 2009).

Por ultimo, los cuidados paliativos también son relevantes para mejorar la calidad de vida
del paciente, en especial en etapas tempranas para acompafiarlos en los problemas
motores y el factor emocional (Ferrell et al., 2007; Wilcox, 2010; Ghoche, 2012; Lorenzl et
al., 2013). La demanda hacia los cuidadores aumenta en fases mds tardias, o en pacientes
de DLB por los sintomas neuropsiquidtricos, el comportamiento fluctuante y las

alucinaciones visuales (Vann Jones & O’Brien, 2014; Cheng, 2017).



B. TERAPIAS EXPERIMENTALES

Con el conocimiento molecular y bioquimico obtenido sobre las sinucleinas se han
considerado diferentes métodos para inhibir sus propiedades patogénicas y enlentecer la
progresién de las sinucleinopatias, incluyendo la reduccién de su expresion, el aumento
de su degradacién o la inhibicién de su agregaciéon en agregados tdéxicos (Figura 15)

(Lashuel et al., 2013, Sardi et al., 2018).
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Figura 15. Terapias experimentales para frenar la progresion de la patologia de
la PD: 1) reducci6n de la producciéon de a-Syn; 2) disminucién de la agregacién
intracelular de a-Syn; 3) incremento de la degradacién intracelular de a-Syn; 4,5)
reduccidon de la cantidad de agregados extracelulares de a-Syn e inhibicién de su
recaptacion; 6) aumento de la actividad de la enzima GBA; 7) modulacién de los
glicoesfingolipidos relacionados con la GBA; 8) inhibicidn de la actividad kinasa de
LRRK2. Obtenido de Sardi et al., 2018.

El descubrimiento de que la dosis génica de las sinucleinas puede desencadenar la
patologia en la PD sugiere que la manipulacion de sus niveles de expresién puede servir
como estrategia terapéutica o preventiva. En los afios 70 se descubrié la capacidad de
silenciamiento de la expresién génica de los d4cidos nucleicos de cadena corta, y
posteriormente se describié un mecanismo enddégeno de modulaciéon de la expresidon
génica mediante RNAs de interferencia (iRNA) (McNamara et al., 2006; Mayer et al., 2009;
Thiel & Giangrande, 2009). Aprovechando el potencial de estas técnicas, actualmente
existe un gran interés en el silenciamiento de la expresiéon de proteinas como las

sinucleinas, principalmente con dos estrategias:



- Oligonucleétidos antisentido (ASO): secuencias simples de DNA de entre 18 y 25
bases complementarias con el mRNA de interés, que normalmente se modifican
quimicamente para aumentar su eficiencia. Al reconocer a su mRNA diana
provocan la activacién de la RNAsa H, causando la degradacién del transcrito
(Schoch & Miller, 2017; Scoles et al., 2019). En modelos animales han mostrado su
seguridad y efectividad frente a las sinucleinopatias, y actualmente se estad
empleando esta estrategia experimentalmente en enfermedades
neurodegenerativas como la PD, la enfermedad de Huntington, la de Alzheimer o
la esclerosis lateral amiotréfica (Benson et al., 2018; Foltyniea & Langston, 2018;
Mercuri et al., 2018; Scoles & Pulst, 2018).

- RNAs pequeiios de interferencia (siRNA): secuencias de doble hebra de RNA que
activan los mecanismos de las células para bloquear la traduccién o degradar el
mRNA de un gen concreto a través del complejo RISC, de manera analoga a los
microRNAs enddgenos. En el caso de las sinucleinopatias se ha conseguido una
disminucién selectiva y segura de la expresién de a-Syn en roedores, consiguiendo
revertir las alteraciones en un modelo de PD (Javed et al., 2016; Zharikov et al.,

2019).

Desde otros puntos de vista, se han explorado distintas estrategias para inhibir la
agregacion de a-Syn. Entre ellas destaca el uso de intracuerpos, pequefios anticuerpos
que pueden entran en las células y unirse a la a-Syn en forma monomérica para impedir
su oligomerizacién y fibrilacién (El Agnaf et al., 2004; Masliah et al., 2005; Amer et al., 2006;
Abe et al., 2007). En cultivos celulares se ha descrito que la administracién de estos
intracuerpos previene la agregacién de a-Syn, de modo que podrian ser eficaces en
estadios tempranos de PD familiar o frente a errores en los sistemas de degradacién de
proteinas (Zhou et al., 2004; Lynch et al., 2008; Bhatt et al., 2013). También se han
explorado algunos compuestos flavonoides como la baicaleina, que pueden inhibir la

formacién de formas fibrilares de a-Syn o incluso disgregarlas (Zhu et al., 2004).

Otras aproximaciones optan por aumentar la degradacion intracelular de a-Syn. Entre
ellas, la inhibicién de mTOR, un inhibidor de las vias autofagicas, podria incrementar
estos procesos y reducir los niveles de a-Syn. En modelos animales ya se ha demostrado

que algunos de estos inhibidores disminuyen la toxicidad neuronal causada por a-Syn



(Decressac et al., 2013; Ghosh et al., 2016). También se estan investigando inhibidores de la
tirosina-kinasa c-Abl, que en estudios preclinicos han mostrado que bloquean la
agregacion de proteinas y la neurodegeneracion, aunque no se conoce con exactitud su
mecanismo de accién (Karuppagounder et al., 2014; Brahmachari et al., 2017); en concreto,
el inhibidor nilotinib ha mostrado una mejora en los sintomas motoras en pacientes de PD

y DLB en ensayos clinicos (Pagan et al., 2016).

Por dltimo, otra de las estrategias exploradas contra las sinucleinas es la inhibicién de su
transmision celular. Mediante la reduccién de sus niveles extracelulares se puede tratar
de bloquear su propagacién entre células, para lo cual se estd explorando la inmunizacién
contra a-Syn. En concreto, existen ensayos clinicos basados en la inmunizacién pasiva
mediante anticuerpos monoclonales, que han mostrado efectividad para reducir la forma
agregada de a-Syn aunque no su forma monomérica (Games et al., 2013; Schenk et al.,

2017; Jankovic et al., 2018; Brys et al., 2019).
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A. HIPOTESIS

Varias lineas de evidencias indican un papel crucial de la proteina a-Syn, y en menor
medida y-Syn, en la neuropatologia de las sinucleinopatias. Mientras a-Syn y su forma
fosforilada afectan a varios pro-cesos celulares que conducen a la disfuncién sinaptica y
pérdida de las neuronas monoaminérgicas, en especial las dopaminérgicas, la proteina y-
Syn se ha sugerido como un factor esencial que afecta a la funcién cognitiva. Ambas
proteinas se localizan principalmente en los terminales sindpticos asociados a las
vesiculas sinapticas; sin embargo, el rol fisiolégico de ambas sinucleinas es aiin poco

conocido.

Mientras que la funcién bioldgica de a-Syn sobre la plasticidad monoaminérgica ha sido
abordada en el desarrollo de otra tesis del grupo de investigacidon, el presente trabajo de
tesis se ha centrado en obtener un mayor conocimiento acerca del papel regulador de y-
Syn sobre la neurotransmisién dopaminérgica y la plasticidad sinaptica bajo la hipédtesis
de trabajo de que las sinucleinas actiian como reguladores negativos de la liberacion de
DA, 5-HT y NE en areas corticales y subcorticales en virtud de la conectividad de estos
sistemas, llevando asi a la aparicién de la sintomatologia cognitivo-afectiva en la PD y

otras sinucleinopatias.

Consecuentemente, también hipotetizamos que la reducciéon de la sintesis de las
sinucleinas inducida por oligonucleédtidos inhibitorios dirigidos selectivamente hacia
las neuronas monoaminérgicas normalizara la neurotransmisiéon y plasticidad
monoaminérgica, contribuyendo a mejorar las funciones de los circuitos cognitivo-

afectivos en las sinucleinopatias.



B.

OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es examinar el papel modulador de la proteina sinaptica y-

Syn sobre la actividad de los componentes que mantienen la homeostasis de la

neurotransmision dopaminérgica. Ademds, también evaluar la eficacia de un nuevo

oligonucleétido antisentido con potencial terapéutico en modelos murinos de PD.

Concretamente los objetivos especificos son:

1.

Generacién de un modelo animal de sobreexpresiéon y de knockdown de y-
sinucleina en las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra compactay el area
tegmental ventral, utilizando vectores viricos adenoasociados u oligonucleétidos

inhibitorios, respectivamente.

Caracterizacién fenotipica de ambos modelos animales de y-sinucleina, desde un
punto de vista molecular, celular, neuroquimico y conductual; examen de las

consecuencias funcionales sobre la neurotransmisién dopaminérgica.

Evaluacion de la neurotransmisiéon dopaminérgica y la presencia de
comportamientos motores, emocionales y cognitivos en modelos murinos
transgénicos con lasformas mutadas de las proteinas aSyn*A30P*A53T vy

LRRK2*G2019S.

Caracterizacién de la eficacia del tratamiento con un oligonucleétido antisentido
conjugado con indatralina en los modelos de ratones transgénicos
aSyn*A30P*A53T y LRRK2*G2019S; validacién in vivo de su direccionamiento hacia

las neuronas monoaminérgicas.
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A. ANIMALES

En los experimentos se emplearon ratones que fueron estabulados bajo condiciones
controladas (22+1 °C, humedad de 55+5%, ciclo de luz/oscuridad de 12 h) y con agua y
comida disponibles ad libitum. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo
con las guias éticas estdndares (RD 53/2012, directiva UE 2010/63 de 22/09/2010) y
aprobados por el Comité Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales de la
Universitat de Barcelona. En los experimentos del primer trabajo se usaron ratones

machos de la cepa C57Bl/6] de 10-14 semanas (Charles River Laboratories, Lyon, Francia).

I. MODELOS DE RATONES TRANSGENICOS

Se emplearon ratones machos de 4-5 meses de edad de las siguientes lineas modificadas

genéticamente (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EEUU):

- Linea Tg(Th-SNCA*A30P*A53T)39Eric/]J: portadora del gen SNCA humano con las
mutaciones A30P y A53T, expresado bajo el promotor de tirosina-hidroxilasa de
rata. Este modelo de ratén transgénico fue generado por Eric Richfield y
colaboradores (Rutgers University, NJ, EEUU) (Richfield et al., 2002).

- Linea Tg(LRKK2*G2019S)2AMjff/J: portadora gen LRRK2 humano con la
mutacién G2019S, expresada bajo el propio promotor del gen LRRK? e introducida
con el sistema BAC (Bacterial Artificial Chromosome). Este modelo de ratén
transgénico fue generado por Kuldip Dave y colaboradores (Michael J. Fox

Foundation).

Como controles en ambos modelos se utilizaron ratones machos C57Bl/6] de la misma

edad y fondo genético.



MATERIALES Y METODOS H

Tabla 2. Modelos experimentales empleados en la presente tesis.

EXPRESION ,
MODELO 0 TRATAMIENTO ANALISIS SACRIFICIO
SINUCLEINAS

., ., Histolégico 1-4-8-16
AAV10-y- Sobreexpresiéon  Infusiéon AAV10 L.
Neuroquimico semanas post-
Syn y-Syn SNc¢/VTA . N
Conductual infusion
Infusién ASO 24-72 h post-
IND-ASO- Silenciamiento SNc/VTA Histoldgico infusion
1415 y-Syn Infusién ASO Neuroquimico 1 dia tras
I.C.V. tltima dosis
» » Histolégico ,
aSyn*A30P  Sobreexpresién Infusién ASO . 1 dia tras
Neuroquimico L .
*A53T (h)-a-Syn mutada I.C.V. ultima dosis
Conductual
. Histoldgico ,
LRRK2* Infusiéon ASO . 1diatras
- Neuroquimico L .
G2019S I.C.V. ultima dosis
Conductual

B. MODELO DE SOBREEXPRESION
MEDIANTE VECTORES VIiRICOS

Para la sobreexpresién de la proteina y-Syn en la SNc/VTA se ha empleado un vector
virico adenoasociado de serotipo 10 (AAV10), que sobreexpresa el cDNA de la forma
murina enddgena de y-Syn bajo el promotor de citomegalovirus (CMV). Los vectores se
produjeron en la Unitat de Producci6 de Vectors del Centre de Biotecnologia Animal i de
Terapia Génica (Universitat Autonoma de Barcelona, Espafia), y se almacenaron hasta su
uso a -80 °C en tampo6n PBS-MK-Iodixanol (137 mM NacCl, 10 mM Na,HPO,, 2.5 mM KCl,
1.8 mM KH,PO,, ImM MgCl, con iodixanol 40%). Como control se utilizé un vector AAV10

vacio o el vehiculo en que se almacenan los vectores.

Para la administracién, ratones machos de la cepa C57Bl/6] de 10-14 semanas fueron
anestesiados intraperitonealmente (i.p.) con pentobarbital sdédico (40 mg/kg) y se
colocaron en un sistema estereotaxico. Los ratones recibieron unilateralmente en la

SNc/VTA 1 ul de: 1) vector virico AAV10-CMV-y-Syn (1.33 x 10'® gc/mL), o 2) PBS-MK o un
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vector AAV10 vacio como controles. Las coordenadas de infusién fueron (en mm):
anterior-posterior, AP: -2.9; medial-lateral, ML: -1.3; dorsal-ventral, DV: -4.25, relativas al
punto bregma (Franklin & Paxinos, 2008); la administracién se llevé a cabo utilizando una
jeringa Hamilton acoplada a un microinyector KDS-310-PLUS (World Precision Instruments,
Sarasota, LF, EEUU) a un flujo de 0.2 uL/min. Tras la infusién, se esperaron 10 min para
permitir la difusién del volumen inyectado, y la incisién se cerré mediante el adhesivo
tisular Histoacryl (B.Braun, Melsungen, Alemania), supervisando a los ratones hasta su

recuperacion de la anestesia.

C. MODELO DE SILENCIAMIENTO MEDIANTE
OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

En primer lugar, se sintetizaron moléculas de RNAs pequeiios de interferencia (small
interference RNA, siRNA) con 3 secuencias distintas contra diferentes regiones del
transcrito de la y-Syn murina (siRNA 422-440, siRNA 439-457, siRNA 449-468; GenBank

NM_011430.3) (Tabla 3).

Ademsds, se han diseflado secuencias de oligonucledtidos antisentido (antisense
oligonucleotide, ASO) contra el transcrito de la y-Syn murina (1415-ASO, GenBank
NM_011430.3) y contra la a-Syn humana y murina (1233-ASO, GenBank AH008229.3)
(Tabla 3). Adicionalmente se ha empleado una secuencia de ASO sin homologia con
ninguna regién del genoma de ratén como control negativo (1227-AS0). Los ASOs fueron
conjugados con una molécula de indatralina, inhibidor triple con gran afinidad in vitro y
ocupacion in vivo de los transportadores de monoaminas: DAT, SERT y NAT (Molochnikov

& Cohen, 2014).

La sintesis y purificacién de las moléculas de siRNA y ASO conjugadas se realizd por parte
de nLife Therapeutics S.L. (Granada, Espaifia), segin la patente PCT/EP2011/056270 y tal
como se describe en estudios anteriores (Bortolozzi et al., 2012; Ferrés-Coy et al., 2016;

Alarcén-Aris et al., 2018). Los siRNAs consisten en bases de RNA de doble cadena, de 19



pares de bases de ribonucleétidos complementarios con 2 bases de desoxirribonucleétidos
en sus extremos 3’. Los ASOs consisten en un gapmero, un oligonucledtido quimérico de
18 nucledtidos con un bloque central de DNA flanqueado por bases de 2-O-metil RNA para

proteger al DNA de la degradacién por nucleasas y mejorar su unién a la secuencia diana.

La sintesis de las moléculas siRNA y ASO llevé a cabo con fosforamiditas UltraMild-
Protected (Glen Research, Sterling, VA, EEUU) y un sintetizador automdatico H-8 DNA/RNA
(K&A Laborgeraete GbR, Schaatheim, Alemania). La indatralina (clorhidrato, trans-
racemato) se conjugé a los ASOs mediante una modificacién 5’-carboxi-C10 a través de un
enlace amida, y la condensacién se llevé a cabo bajo condiciones organicas
(diisopropiletilamina/dimetilformamida, DIPEA/DMF), a temperatura ambiente durante
24 h. Los ASO conjugados se purificaron por cromatografia liquida de alta precisién
usando columnas RP-C18 (4.6x150 mm, 5 um) bajo una condicién de gradiente lineal de
acetonitrilo. Los pesos moleculares de las cadenas de oligonucleétidos y los conjugados se
confirmaron por espectrometria de masas MALDI-TOF (Ultraflex; Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EEUU), y la concentracién de los oligonucledtidos conjugados se calculd
segln su absorbancia a la longitud de onda 260 nm. Las soluciones de todos los siRNAs y

ASO se prepararon en agua libre de RNasas y almacenadas a -30 °C hasta su uso.

Para el modelo de silenciamiento agudo, ratones machos de la cepa C57Bl/6] de 10-14
semanas fueron anestesiados y colocados en un sistema estereotdxico para recibir
unilateralmente en la SN¢/VTA 1 ul de: 1) siRNAs (60 ug/uL); 2) IND-1415-ASO (60 ug/uL); o
3) IND-1227-ASO o liquido cefalorraquideo artificial (LCR; 125 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1.26
mM CaCl,, 1.18 mM MgCl, con glucosa 5%, pH 5.5-6.0), empleados como controles. Las
coordenadas de infusién fueron (en mm): AP: -2.9; ML: -1.3; DV: -4.25, relativas al punto
bregma; la administracién se llevé a cabo utilizando una jeringa Hamilton acoplada a un
microinyector KDS-310-PLUS (World Precision Instruments) a un flujo de 0.2 pL/min. Tras la
infusidén, se esperaron 10 min para permitir la difusién del volumen inyectado, y la
incisién se cerré mediante el adhesivo tisular Histoacryl (B.Braun, Melsungen, Alemania),

supervisando a los ratones hasta su recuperacién de la anestesia.

Para el modelo de silenciamiento crénico intracerebroventricular (i.c.v.), los ratones
fueron implantados con minibombas osmoticas (Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, CA,

EEUU). Para ello, los ratones fueron anestesiados y colocados en un sistema estereotaxico;
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las minibombas se implantaron subcutdneamente y se situé una cdnula de infusién en el
ventriculo lateral para la administracion continua. En el trabajo 1, los ratones recibieron:
1) IND-1415-ASO (60 pg/dia), o 2) LCR, como control; por otro lado, en el trabajo 2, los
ratones transgénicos recibieron: 1) IND-1233-ASO (100 pg/dia), o 2) LCR, como control. Las
coordenadas para el implante fueron (en mm): AP: -0.34; ML: -1.0; DV: -2.2, relativas al
punto bregma, y la canula se fij6 con cemento dental TAB2000 (Kerr, Brea, CA, EEUU),

supervisando a los ratones hasta su recuperacion de la anestesia.

Tabla 3. Secuencias de ASOs y siRNAS usadas en la presente tesis.

) TRANSCRITO SECUENCIA
MoLEcULA ADMINISTRACION / DOSIS
DIANA SENTIDO/ANTISENTIDO
SN¢/VTA (60 L
1415-ASO y-Syn - / ucuuCATTCTCCTCuugu ( ug/,u )
I.C.V. (60 ug/dia)
1233-ASO a-Syn -/ cuccCTCCACTGT Cuucu I.C.V. (100 ug/dia)
1227-ASO - -/ ccgtATCGTAAGCAgtac SN¢/VTA (60 ug/uL)

. gcaagaggagaaugaagagTT /
siRNA 422-440 y-Syn SN¢/VTA (60 ug/ulL)
cucuucauucuccucuugcTT

. ggccaagaguggagaagacTT /
siRNA 439-457 y-Syn SN¢/VTA (60 ug/ulL)
gucuucuccacucuuggecTT

. ggagaagacuagaaggcugTT /
siRNA 449-468 y-Syn SN¢/VTA (60 ug/ulL)
cagccuucuagucuucuccTT

A,C,G,T = 2’-desoxirribonucledtidos; a,c,g,u = ribonucleétidos (siRNAs); a,c,g,u = 2-

O-metil-ribonucledtidos (ASOs).

D. HIBRIDACION IN SITU

Para los experimentos de hibridacién in situ (ISH) los ratones fueron sacrificados por
sobredosis de anestesia y se extrajeron sus cerebros, que fueron congelados en hielo seco
y almacenados a -80 °C. Se obtuvieron secciones coronales de tejido (14 ym) con un
microtomo-criostato  (HM550-OM; Microm, Walldorf, Alemania), montadas en
portaobjetos recubiertos de (3-aminopropil)-trietoxisilano (Sigma-Aldrich-RBI) 'y

almacenadas a -30 °C hasta su uso.
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Previamente, los tejidos se fijaron durante 20 min a 4 °C con paraformaldehido (4%) en
solucion salina fosfatada (PBS 1x: 137 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 2.5 mM KCl, 1.8 mM
KH,PO,), lavados sucesivamente durante 5 min en PBS 3x, PBS 1x y PBS 1x, e incubados
durante 2 min a 21 °C en una solucién de pronasa predigerida (24 U/mL; Calbiochem, San
Diego, CA, EEUU) en Tris-HCI (50 mM, pH 7.5) y EDTA (5 mM). La actividad enzimatica se
detuvo por inmersién durante 30 s en glicina (2 mg/mL en PBS 1x), para finalmente lavar

dos veces los tejidos en PBS 1x y deshidratarlos en un gradiente de etanol 70-100%.

I. HIBRIDACION RADIACTIVA

Para la deteccién de los transcritos de interés se usaron las siguientes sondas antisentido

de oligodesoxirribonucleétidos (Axolabs GmbH, Kulmbach, Alemania) (Tabla 4):

Tabla 4. Sondas antisentido de cDNA empleadas para los experimentos de

hibridacién in situ

BASES HOMOLOGAS
MRNA REFERENCIA SECUENCIA SONDA
EN EL TRANSCRITO
5’-GCTTCTTGGTCCTGTGCAGGGGGT
y-Syn NM_011430 366-416
TCCAAGTCCTCCTTGCGCACCACC-3
a-Syn 5-AGGTTTTCACTGTAGTGAGAG
A NM_009221 411-447
(raton) GGGAGCACCGGGATGCTGAGG-3’
a-Syn 5-AATTCCTTCCTGTGGGGCTC
NM_000345 2498-2548
(humano) CTTCTTCATTCTTGCCCAAC-3’
5’-CACGTAGAAAGAGATGAGGATGACA
DAT NM_010020 820-863
GTGAAGCCCACACCTTTCAGGACAG-3’

Una cantidad de 2 pmol de cada sonda se marcé en su extremo 3’ con [**P]-dATP (>2500
Ci/mmol; DuPont-NEN, Boston, MA, EEUU) usando la enzima desoxinucleotidil-
transferasa terminal (TdT; Calbiochem). Para la hibridacién, las sondas marcadas
radiactivamente se diluyeron en una solucién con formamida (50%), citrato salino
estdndar (4x), solucién de Denhardt (1x), sulfato de dextrano (10%) y sarkosil (1%) en
tampon fosfato (20 mM, pH 7.0), con tRNA de levadura (250 ug/mL) y DNA de esperma de

salmoén (500 pg/mL). La concentracién final de las sondas radiactivas en el tampén de

[84]



hibridacién se calculé considerando la cantidad de marcaje radiactivo obtenida tras la
hibridacién, con alrededor de 1.5 nM (20.000-25.000 cpm). Los tejidos se cubrieron con la
solucién de hibridacién con las sondas radiactivas, a su vez con coberturas de Parafilm

(Bemis, Neenah, WI, EEUU) e incubados overnight a 42 °C en recipientes himedos.

Tras la hibridacidn, los tejidos se lavaron 4 veces (45 min) en un tampén Tris-HCl (10 mM,
pH 7.5) con NaCl (0.6 M) a 60 °C, para la eliminacién de uniones inespecificas. Los tejidos
hibridados se expusieron en films Kodak Biomax-MR (Sigma-Aldrich-RBI) durante 24-72 h
con pantallas intensificadoras. Como control de hibridacién se incubaron tejidos
adyacentes con un exceso (50x) de sondas no marcadas, y la citoarquitectura de las

regiones hibridadas se analiz6 en tejidos adicionales teflidos con violeta de cresilo.

Adicionalmente, tejidos hibridados se sumergieron en emulsién nuclear Ilford K5 (Ilford
Photo, Mobberly, CH, Reino Unido) diluida 1:1 en agua a 42 °C. Los tejidos se incubaron en
oscuridad durante 15 dias a 4 °C, revelados en solucién Kodak D19 (Kodak, Rochester, NY,
EEUU) durante 5 min y fijados en Ilford Hypam (Ilford Photo) para la precipitacién de la

emulsion sobre los tejidos.

II. CUANTIFICACION DE L.OS AUTORRADIOGRAMAS

A partir de los films autorradiograficos se obtuvieron fotografias en blanco y negro de
cada tejido mediante una camara Retiga R1 (QImaging, Surrey, Canadd) sobre un
transiluminador Northern Light B95 (Imaging Research, St. Catherines, Canadd). Desde las
iméagenes obtenidas se analizé la hibridacién a partir de la densidad optica relativa de
regiones de tamafio uniforme, midiendo su valor gris promedio en la plataforma Fiji del
software NIH ImageJ 1.51s (Schindelin et al., 2012), y sustrayendo el fondo no especifico de
los films. La densidad &ptica se evalud en 2-3 tejidos adyacentes de cada ratén por

duplicado y fue promediada para los obtener valores individuales.



E. INMUNOHISTOQUIMICA

Para la inmunohistoquimica, los ratones fueron anestesiados y perfundidos trans-
cardiacamente con paraformaldehido (4% en PBS, pH 7.4), durante 15 min a 5 mL/min,
mediante una bomba de perfusiéon PHD Ultra (Harvard Apparatus; Holliston, MA, EEUU).
Los cerebros se extrajeron y mantuvieron 24 h a 4 °C en la misma solucién de PFA 4%, y se
transfirieron por soluciones con un gradiente de sucrosa 10-20-30%, durante 24 h cada
una, para ser criopreservados por inmersién en isopentano a -35 °C. De los cerebros se
obtuvieron secciones coronales de tejido (30 um) mediante un criostato Microm HMJ550-

OM, que se mantuvieron individualmente en tampédn fosfato 0.1 M

Para los experimentos de inmunohistoquimica, se emplearon los tejidos obtenidos
mediante este método (free-floating, Fr-Fl), y también los tejidos de 14 um de grosor
recogidos en portaobjetos para los experimentos de ISH (tejido fresco). En los
experimentos se siguié el siguiente protocolo: los tejidos se lavaron en PBS y se
inactivaron las peroxidasas endoégenas incubdndolos en metanol 48% y H,0, 1.5%.
Después de dos lavados en PBS y PBS con Triton X-100 0.2% (PBST), se incubaron en
solucién de bloqueo (PBST con gelatina 0.2% y goat serum 3%). Tras el bloqueo, los tejidos
se incubaron overnight a 4 °C con los anticuerpos primarios correspondientes: mouse anti-
(h)-a-Syn (MA1-12874), o rabbit anti- TH (abl112) (Tabla 5), en una solucién de PBST con

gelatina 0.2%.

Tras la incubacién con los anticuerpos primarios, los tejidos se lavaron en PBST y se
incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con los anticuerpos biotinilados
correspondientes: goat anti- mouse (A-10519) o goat anti- rabbit (BA-1000) (Tabla 5). Para
finalizar, los tejidos se lavaron en PBST y se incubaron durante 1 h con el complejo
avidina-biotina para la reaccidn histoquimica (VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit, PK-6100;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EEUU), para después llevar a cabo la reaccion
sumergiendo los tejidos en PBS con tetraclorhidrato de 3,3’-diaminobenzidina (DAB, 1%);
Sigma-Aldrich-RBI) y perdxido de hidrégeno (0.03%). Los tejidos individuales se montaron
en portaobjetos tratados con gelatina y cubiertos con el medio de montaje Entellan
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EEUU); los tejidos obtenidos en portaobjetos se

cubrieron con solucién Mowiol 4-88 (Sigma-Aldrich-RBI). En los experimentos de



inmunohistoquimica se emplearon principalmente tejidos de SNc/VTA entre las
coordenadas anteroposteriores -2.46 mm y -3.64 mm. Los tejidos fueron examinados con
un microscopio Nikon Eclipse E1000 (Nikon, Tokio, Jap6n) equipado con una camara digital

(DXM1200 3.0, software ACT-1, Nikon), tomando imagenes con objetivos 10x, 20x y 60x.

En las imagenes obtenidas de los tejidos free-floating se contaron automdticamente las
células positivas para TH o (h)-a-Syn y la intensidad del marcaje contra (h)-a-Syn a lo largo
de 5-6 coordenadas AP de SN¢/VTA, mediante una macro semiautomatica en el software
Image] para definir el nimero de células y su area en funcidn del contraste y la intensidad

de la reaccién inmunohistoquimica.

Por su parte, en las secciones utilizadas en hibridacién in situ con emulsién y empleadas
en la inmunohistoquimica se emple6 la misma macro para cuantificar el drea ocupada por
la emulsién precipitada dentro de las células TH*, a lo largo de 3-4 coordenadas AP de
SNc/VTA, y se calculd la proporcion entre el area de la emulsién y el drea de la reaccion

inmunohistoquimica en cada célula.

F. WESTERN BLOT

Para el andlisis por Western blot los animales fueron sacrificados, se extrajo el cerebro y
utilizando una matriz de cerebro de ratén (RBM-2000C; ASI Instruments, Warren, MI,
EEUU) se obtuvieron secciones coronales de 2 mm de grosor para diseccionar la SN¢/VTA.
Las muestras de tejido se congelaron a -80 °C y se homogeneizaron por ultrasonidos
(Labsonic M Ultrasonic Homogenizer; Sartorius AG, Gottingen, Alemania) en tampdén RIPA
(Tris-Base 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, desoxicolato de sodio 1%, SDS 0.1% y Triton
X-100 1%) con inhibidores de proteasas (Complete Protease; Roche, Indianapolis, IN, EEUU).
Las muestras se centrifugaron a 12000 G (4 °C, 10 min) y se cuantificé la concentracién de
proteina en los sobrenadantes mediante un kit de analisis Pierce BCA (Thermo Fisher

Scientific).
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Para la electroforesis se afiadieron 30 pg de cada muestra en proporcién 3:1 con tampon
de carga (Laemmli Sample buffer; Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) con [-mercaptoetanol 10%,
y se incubaron a 95 °C durante 5 min. A continuacién, cada muestra se cargé en un gel de
acrilamida 6-14% (Bio-Rad); la entrada en el gel se efectud con una corriente de 70 V
durante 20 min seguida de la separacién a 120 V durante 60 min. Por tltimo, las proteinas
separadas se transfieron desde el gel de acrilamida a membranas de nitrocelulosa (0.2

um), durante 90 min a 400 maA.

Tras la transferencia, las membranas se bloquearon durante 2 h con 5% de seroalbiimina
bovina (BSA) en TBST (Tris 20 mM y NaCl 150 mM con Tween-20 0.1%) y se incubaron con
los anticuerpos primarios correspondientes: rabbit anti- y-Syn (ab55424) o mouse anti- f3-
actina (A3854) (Tabla 5), overnight a 4 °C. Posteriormente, se incubaron con los
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (HRP) (donkey anti-rabbit, NA934),
durante 2 h a temperatura ambiente en solucién de bloqueo. La deteccidén se llevo a cabo
por quimioluminiscencia mediante un kit de sustrato SuperSignal Chemiluminiscense ECL
(Thermo Fisher Scientific) y se tomaron iméagenes mediante el sistema Chemidoc Imaging

(Bio-Rad) que se analizaron en el software ImageLab (Bio-Rad).

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la deteccién de

proteinas por inmunohistoquimica y Western blot.

ANTICUERPO CONJUGACION REFERENCIA DILUCION TECNICA

Anti- y-Syn - Abcam - ab55424 1:500 WB
Anti- (h)-a-Syn - Thermo - MA1-12874 1:1000 THC (Fr-F1)
) IHC (Fr-F1)
Anti- TH - Abcam - abl12 1:5000
THC (fresco)
Anti- B-actina HRP Sigma — A3854 1:25000 WB
Anti- Rabbit HRP Sigma - NA934 1:10000 WB
. . . IHC (Fr-Fl)
Anti- Rabbit Biotina Vector - BA-1000 1:500

IHC (fresco)

Anti- Mouse Biotina Thermo - A-10519 1:200 THC (Fr-F1)
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G. FARMACOS Y REACTIVOS

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico y obtenidos de Merck KGaA
(Darmstadt, Alemania). Durante los experimentos de microdialisis intracerebral se

emplearon los siguientes farmacos:

- Veratridina (#2918; Tocris Bioscience, Madrid, Espafia): agente despolarizante que
mantiene abiertos los canales de sodio.

- Nomifensina maleato (N1530; Sigma-Aldrich-RBI, Madrid, Espafia): inhibidor de
los transportadores de DA y noradrenalina (DAT y NAT).

- D-Anfetamina sulfato (#2813; Tocris Bioscience): inhibidor de los transportadores
DAT y liberador de DA.

- Dopamina clorhidrato (H8502; Sigma-Aldrich-RBI): empleado como patrén
estdndar en el andlisis HPLC con deteccién electroquimica.

- Acido 3,4-dihidroxifenilacético (#850217; Sigma-Aldrich-RBI): empleado como

patrén estdndar en el andlisis HPLC con deteccidn electroquimica.

Las soluciones concentradas de los firmacos (1 mM) fueron preparadas en LCR artificial
(excepto veratridina, en DMSO), ajustadas a pH 6.5-7 con NaHCO; en caso necesario y
almacenadas a -30 °C. Para comprobar los efectos de los firmacos, las soluciones de
trabajo se prepararon diariamente por su dilucién en LCR artificial a las concentraciones

indicadas a continuacién, y administradas localmente por dialisis reversa.

H. MICRODIALISIS INTRACEREBRAL

La concentracién extracelular de DA se midié por microdidlisis intracerebral in vivo. Para
ello, en los ratones fueron anestesiados y colocados en un sistema estereotdxico para
implantar ipsilateralmente una sonda concéntrica de didlisis con una membrana de
Cuprophan (1.5-2 mm, limite de poro de 6 kDa). Las sondas se implantaron en el cuerpo
estriado (CPu; coordenadas en mm: AP: +0.5; ML: -1.7; DV: -4.5) o la corteza prefrontal
medial (mPFC; coordenadas en mm: AP: +2.2; ML: -0.2; DV: -3.4) y fueron fijadas con

cemento dental TAB2000.



Alternativamente, en ratones implantados con minibombas osméticas, durante la cirugia
también se implantdé una canula gufa en el CPu (coordenadas en mm: AP: +0.5; ML: -1.7;
DV: -2.8), en la que se insert6 una canula falsa para evitar la contaminacién. El dia anterior
a la microdialisis los ratones fueron ligeramente anestesiados y la cdnula falsa se sustituyd
por una sonda de microdialisis CMA7 con una membrana de Cuprophan (2 mm, limite de

poro de 6 kDa) (Hardvard Apparatus, Holliston, MA, EEUU).

Los experimentos de microdidlisis se llevaron a cabo 24-48 h después de la implantacién
de la cdnula en ratones en movimiento libre. Inicialmente, los ratones recibieron LCR
artificial a un flujo de 1.5 puL/min mediante bombas de infusién SP220i (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, EEUU), recogiendo fracciones de liquido dializado de 20 min a
las que se afiadian 5 pL de dcido perclérico 10 mM para evitar la oxidacién de la DA.
Después del periodo de obtencién de las muestras basales de dializado, se siguié el

siguiente esquema de infusién de farmacos por didlisis reversa:

- Veratridina: 7 fracciones con LCR + DMSO 1%; 1 fraccion con veratridina (50 uM);
7 fracciones con LCR + DMSO 1%.

- Nomifensina: 6 fracciones con LCR; 6 fracciones con nomifensina (10 uM); 6
fracciones con nomifensina (50 uM).

- Anfetamina: 6 fracciones con LCR; 6 fracciones con anfetamina (10 uM); 6

fracciones con anfetamina (100 uM).

La concentracién de DA se determiné por cromatografia liquida de alta precisiéon (HPLC)
con deteccién electroquimica amperométrica con un potencial de oxidacién de +0.75 V
(autoinyector Waters 717 plus |/ detector Waters 2465; Milford, MA, EEUU) y un limite de
deteccién de 3 fmol. Se empled una fase mévil con 150 mM NaH,PO,, 0.9 mM PIC B8 y 0.5
mM EDTA (pH 2.8 ajustado con 4cido ortofosférico), bombeando metanol 10% a 1 mL/min
(bomba Waters 515). La DA se separd en una columna Kinetex C18 con un tamafio de
particula de 2.6 um (7.5 x 0.46 cm; Phenomenex, Torrance, CA, EEUU), a 28 °C. Los niveles
basales de DA se calcularon como la media de las muestras basales anteriores a la

administracién de farmacos.



I. PRUEBAS CONDUCTUALES

Los analisis conductuales se llevaron a cabo en el modelo de sobreexpresién de y-Syn
inducido por AAV10 a diferentes tiempos post-inyeccion (4, 8 y 16 semanas), en ambos
modelos transgénicos y en el modelo de silenciamiento crénico de a-Syn inducido por
IND-1233-ASO en el modelo aSyn*A30P*A53T después de 28 dias de administracién i.c.v.
Todos los ratones pasaron por las diferentes pruebas en el siguiente orden: test de campo
abierto, test del cilindro, test RotaRod, test de reconocimiento de objetos novedosos, test
de la caja de luz-oscuridad, test de evitacidn pasiva, test de suspension por la cola y test del
laberinto acuatico de Morris. Las pruebas se realizaron entre las 8:00 A.M. y las 03:00 P.M
y con un intervalo de 24 h entre cada test. Los ratones se llevaron a una habitacién
ligeramente iluminada para su habituacién durante al menos 1 h antes del inicio de la
prueba, y entre cada ratén se limpiaron los equipos con agua para evitar interferencias

olfativas. Los tests se llevaron a cabo segtn los siguientes protocolos:

- Test de campo abierto: la actividad motora se evalué en una caja abierta de
Plexiglas (35x35x40 cm), iluminada indirectamente (25-40 lux); la base de las cajas
se cubrié con un pléastico opaco intercambiable. Cada ratén se situd en el centro
del campo y se registré su actividad durante 15 minutos con una cadmara digital
(Videotrack; ViewPoint, Lyon, Francia). Posteriormente se midié la distancia total
recorrida (cm), la duracién de los movimientos rapidos (>10.5 cm/s) y lentos (3-

10.5 cm/s), la velocidad media (cm/s) y el tiempo de reposo (s).

- Test del cilindro: la asimetria motora se evalué en un cilindro transparente
acrilico (15x27 cm), contabilizando manualmente el nimero de contactos con cada
pata delantera sobre la pared del cilindro durante 5 minutos. Posteriormente se
calculé la proporcion del uso de la pata contralateral a la inyeccion respecto a los

ratones administrados con vehiculo (Park et al., 2016).

- Test RotaRod: la coordinacion y el equilibrio motor se evaluaron en un sistema
RotaRod acelerado (Panlab, Barcelona, Espafa). Los ratones se situaron en la barra
rotatoria en sentido opuesto a la rotacién y se entrenaron previamente durante 3
intentos a velocidad constante (0-4-4 rpm), resitudndolos nuevamente tras las

caidas. Al cabo de 1 h tras el entrenamiento se procedid a una prueba con



aceleracién constante (de 4 a 40 rpm durante 5 min), en dos intentos consecutivos,
midiendo automaticamente la latencia hasta la caida y la mdaxima velocidad

alcanzada (Marazziti et al., 2004).

Test de evitacion pasiva: la memoria condicionada por miedo se evalué en un
sistema de evitacién pasiva (passive avoidance test) con un compartimento
iluminado intensamente (400 lux) y uno oscuro. En la fase de pre-test, los ratones
se situaron en la cdmara iluminada, con la oportunidad para escapar a la cdmara
oscura por una obertura. Tras el escape, la puerta se cerrd y se aplicé un choque
eléctrico corto desde el suelo de la cdmara (25 V, 2 s), dejando reposar a los ratones
durante 20 s antes de extraerlos. Después de 24 h, los ratones se situaron
nuevamente en la cdmara iluminada con la via de escape abierta durante 2 min.
Las latencias de escape se midieron en ambas sesiones y se calcul6 la memoria a
corto plazo como la diferencia de tiempo entre el escape en el pretest y el test (¢ —

toretest) (Kumar et al., 2009; Zhao et al., 2016).

Test de la caja de luz/oscuridad: el comportamiento de tipo ansioso se midi
mediante un sistema de luz/oscuridad, con dos cajas cuadradas (27x21 cm)
conectadas por una obertura de 7x10 cm, una de ellas negra y débilmente
iluminada por una bombilla roja (25 W) y otra blanca y fuertemente iluminada
desde 30 cm de distancia (60 W, 400 lux). Al principio del test los ratones se
situaron en el centro de la caja oscura, y se registré su actividad durante 5 min
midiendo el tiempo en cada area, la latencia hasta la primera entrada a la caja
iluminada y el numero de transiciones (Schulte-Herbriiggen et al., 2012; Moraga-

Amaro et al., 2014).

Test de suspensiéon por la cola: el comportamiento depresivo se midié
suspendiendo a los ratones a 30 cm de la superficie, mediante una cinta adhesiva a
1 cm del final de la cola. Durante la prueba se midi6 el tiempo de inmovilidad a lo
largo de 6 min. El test fue grabado en video para su revisién posterior por un

observador independiente (Ferrés-Coy et al., 2016).



Test de reconocimiento de objetos novedosos: la memoria a corto plazo se midié
en una caja de Plexiglas (35 cm de didmetro), iluminada indirectamente (25-40
lux). Tras de 3 sesiones de habituacién de 10 min en el campo vacio durante 3 dias
consecutivos, los ratones se expusieron a dos objetos idénticos durante 10 min.
Después de 24 h, uno de los objetos se intercambié por otro del mismo tamario,
pero forma, color y textura diferentes. En cada sesién con objetos se midié el
tiempo de exploracidn hacia cada objeto y se midi6 el indice de discriminacién
como la diferencia de tiempo de exploracién de cada objeto respecto al tiempo

total ([tnovedoso - tfamiliar] /ttotal) (Kokhan et al., 2013)

Test del laberinto acuatico de Morris: el aprendizaje espacial se evalué en una
piscina de 1 m de didmetro con agua a 24 + 1 °C teflida con latex blanco no téxico.
Se colgaron cuatro objetos marcadamente diferentes en los cuatro puntos
cardinales como referencia, y se situé una plataforma circular blanca de 10 cm de
didmetro a 1.5 cm bajo el agua, siempre en el cuadrante entre los mismos dos
objetos. Las rutas de movimiento se registraron automaticamente con una camara
cenital (Smart Video Tracking; Panlab, Barcelona, Espafia) y se midi6 el tiempo
hasta alcanzar la plataforma (latencia de escape). Los ratones se sometieron a 4
pruebas por dia durante 5 dias consecutivos; los ratones fueron situados en la
piscina desde puntos de entrada aleatorios se permitié que nadaran hasta
encontrar la plataforma o por un total de 1 min, y si no eran capaces de
encontrarla se les situaba sobre ella manualmente, dejandolos en ella durante 30 s.
Durante la sesién final, después del entrenamiento, se quité la plataforma y se
midié el tiempo nadando en el cuadrante correspondiente. Se midié la latencia de
escape durante las sesiones de aprendizaje, junto al tiempo transcurrido en cada

cuadrante en la sesién final sin la plataforma (Pothakos et al., 2009).



J. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM). El
numero de ratones utilizados para cada tipo experimento corresponde al minimo ntimero
de animales para lograr significancia estadistica, basdndose en la experiencia del grupo
con las metodologias utilizadas en la presente tesis. Por lo tanto, para hibridacién in situ,
inmunohistoquimica y WB se utilizaron n=5/6 ratones por grupo; para microdidlisis
intracerebral, n=6 ratones por grupo, y para las pruebas de comportamiento se utilizaron
n=10-15 ratones por grupo. Los datos obtenidos se han analizado mediante el software
GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, EEUU), usando segun corresponda la prueba t de
Student de dos colas o el test ANOVA de una o dos vias, con los analisis post hoc mediante
el test de multiples comparaciones de Tukey o las correcciones de Bonferroni o Sidak. Las

diferencias se han considerado significativas en un valor P < 0.05.
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" RESULTADOS

TRABAJO 1

MODULACION DE LOS NIVELES
ENDOGENOS DE y-SINUCLEINA

EN MODELOS DE RATON

1. DISTRIBUCION DE y-SINUCLEINA EN

EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Primero, nosotros caracterizamos la expresién de y-Syn en diferentes areas cerebrales de
ratén wild-type (WT) mediante hibridacién in situ. El transcrito de y-Syn se localiza
selectivamente en los niicleos monoaminérgicos, incluyendo SNc/VTA, nicleos del rafe
dorsal y medial (DR y MnR) y locus coeruleus (LC). Ademads, también se localiza en los
ndcleos laterales de la habénula, que regulan la actividad de las neuronas
monoaminérgicas (Aizawa et al., 2013; Lecca et al., 2014). Por otra parte, se detecta una
expresion leve del mRNA de y-syn en otras areas cerebrales como el nucleo septal medial,
el hipotdlamo o la sustancia gris periacueductal, mientras que estd ausente en otras

regiones subcorticales y en dreas corticales (Figura 16A).

Este patrén contrasta con la expresién de a-Syn, analizada en secciones de cerebro
adyacentes (Figura 16B). Asi, el transcrito de a-Syn se expresa de manera mucho mds
abundante en la mayoria de regiones cerebrales como las cortezas prefrontal medial,
cingulada, motora, entorrinal o cerebelar, el hipocampo, el cuerpo estriado, el nicleo

accumbens o los nlcleos monoaminérgicos.
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Figura 16. Patron de
expresion de y -Syny o« -
Syn en el cerebro de
raton. Autorradiografia
de secciones coronales de
cerebro de ratén
mostrando la distribucién
del transcrito de y -Syn
(A)y a-Syn (B), evaluado
por ISH. Escala: 1 mm. C)
Secciones adyacentes de
cerebro de ratén
mostrando la
citoarquitectura cerebral
con tincién de violeta de
cresilo: PFC = corteza
prefrontal; CPu = caudado
putamen; MS = nucleo
septal medial; HPC =
hipocampo; Hb = nucleos
de la habénula; Th =
talamo; SNc = substantia
nigra compacta; VTA =
area tegmental ventral;
EntC = corteza entorrinal;
DR = nucleo dorsal del
rafe; CC = corteza
cerebelar; LC = locus

coeruleus.
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Del mismo modo, también analizamos la expresiéon de B-Syn en los nucleos

monoaminérgicos, y se observé que se expresa de forma casi ubicua en todas las regiones

analizadas (Figura 17).

Figura 17. Patrén de expresion de B-Syn en los niicleos monoaminérgicos del
cerebro de ratén. Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén
mostrando la distribucidn del transcrito de B-Syn en SN¢/VTA, DR y LC, evaluado

por ISH. Escala: 1 mm.

2. MODELO DE SOBREEXPRESION DE
y-SINUCLEINA EN NEURONAS

DOPAMINERGICAS DE LA SNc¢/VTA INDUCIDO
POR UN VECTOR ViRICO ADENOASOCIADO

Para el desarrollo del modelo de sobreexpresion de la y-Syn de ratén se disefié un vector
adenoasociado AAV10 con el promotor de CMV y con el ¢cDNA de la forma murina de y-
Syn, como se ha descrito en Materiales y Métodos. Previamente se evaluaron diferentes
serotipos viricos (AAVS, AAV9 y AAV10) expresando GFP (green fluorescent protein) para
elegir el constructo que presentara una mayor capacidad de expresion en las células de la

SNc/VTA segln su especificidad y eficiencia.
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A. SOBREEXPRESION DE y-SINUCLEINA EN LA SN¢/VTA

En primer lugar, se examiné el patron temporal de la sobreexpresion de y-Syn en las
neuronas DA utilizando el constructo AAV10-CMV-y-Syn. Para ello, el vector se inyectd
unilateralmente en la SNc¢/VTA de ratones y éstos fueron sacrificados en las semanas 1, 4,
8 y 16 post-inyeccién (a partir de aqui referidas como 1W, 4W, 8W y 16W). Mediante ISH,
se detectd un incremento progresivo de la expresién de y-Syn en la SNc¢/VTA: 143.8 + 7.4%
(IW), 175.5 + 9.8% (4W), 184.1 + 4.9% (8W) y 193.0 £ 9.6% (16W), respecto al hemisferio
contralateral (Figura 18A-B). El andlisis estadistico ANOVA de 1 via seguido del test post
hoc de Tukey revela un efecto de grupo (Fu:17=25.18, p<0.001), con un aumento
significativo en los ratones AAV10 en comparacion con los inyectados con vehiculo (PBS)
(1W: p=0.0019; 4-8-16W: p<0.0001). El analisis también indicé diferencias estadisticas en el
aumento de la expresién de y-Syn entre los grupos 4, 8 y 16W comparados con el grupo 1W

(4W: p=0.0472; 8W: p=0.0283; L6W: p=0.0073).

A continuacién, se evalud la localizaciéon celular de la sobreexpresion del mRNA de y-
Syn. Para ello, se realizé un estudio de colocalizacién del transcrito de y-Syn en las células
TH* de la SN¢/VTA combinando ISH con emulsién fotogrifica e inmunohistoquimica,
llevdndolo a cabo en el grupo de 4W y sus respectivos controles. Se detecté un aumento de
la densidad de transcrito de y-Syn en las células TH*, del 166.5 + 20.8% respecto al
hemisferio contralateral, mientras que la densidad del transcrito en el hemisferio
ipsilateral en el grupo control fue igual que la del hemisferio contralateral (100.0 + 14.8%)
(Figura 18C-D). En comparacién con los ratones inyectados con vehiculo, el test ¢ de

Student revela una diferencia significativa entre ambos grupos (t=3.194, p=0.0187).

Por otro lado, no se detect6 pérdida del numero de células TH* en la SNc/VTA en el
hemisferio ipsilateral respecto al contralateral de los ratones inyectados con AAV10 (114.3
+ 16.0%), en comparacién con el grupo control (99.9 + 16.0 %) (Figura 18E). El analisis
ANOVA de 2 vias seguido del test post hoc de Tukey no muestra ninguna diferencia
significativa entre grupos en el numero de células, ni por efecto de la inyeccién del vector
AAV10 (Fq,5=1.911, p=0.2042), entre hemisferios (Fq,5=0.3984, p=0.5455) o por interaccién

grupo-hemisferio (F,5=0.4105, p=0.5396).
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Ademads, un nimero variable de células no positivas para TH también fueron ocupadas
por el vector AAV10, observando en ellas la sobreexpresion del transcrito de y-Syn, tanto
en la regiéon de la SNc/VTA como en zonas adyacentes como la formacién reticular, el

nucleo parabraquial o el campo prerubral.
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Figura 18. Sobreexpresion del mRNA de y-Syn endégena inducida por AAV10 en
la SNc/VTA. A) Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén
mostrando incrementos progresivos de los niveles del transcrito de y-Syn en la
SNc¢/VTA de ratones AAV10, evaluados por ISH. Escala: 1 mm. B) Cuantificacién
densitométrica de la sobreexpresiéon del transcrito de y-Syn en la SNc¢/VTA, en
relacion al hemisferio contralateral. Las barras muestran un aumento significativo

de los niveles de expresiéon de y-Syn en comparacién con el grupo control.

[101]



C) Imégenes de microscopia dptica mostrando la expresion del mRNA de y-Syn
(identificada utilizando una sonda marcada con *P y mostrada como puntos negros
en la imagen) en las células TH* de la SN¢/VTA. Escala: 50 um. D) Cuantificacion de
la densidad intracelular del transcrito de y-Syn en las células TH* en relacién al
area total de la célula. E) Cuantificacién de la cantidad de células TH* por mm? en
ambos hemisferios de la SNc/VTA. Los valores representan la media + SEM, n=5-6
ratones/grupo. *p<0.05, ***p<0.001 comparado con los ratones inyectados con

vehiculo; ~p<0.05, ~~p<0.01 comparado con el grupo 1W.

Para comprobar la especificidad de la sobreexpresién, en los ratones inyectados con
AAV10-y-Syn también evaluamos la expresién del transcrito de a-Syn en la SNc/VTA.
Siguiendo la misma metodologia, mediante ISH no se observaron cambios entre ambos
hemisferios de los ratones AAV10 en ninguno de los tiempos post-inyeccién (1W: 98.5 +
4.5%; 4W: 102.8 + 3.0%; 8W: 103.1 + 7.3%; 16W: 97.7 + 3.3%) (Figura 19A,D), y
comparandolos con el grupo control no se apreciaron diferencias estadisticas en ningtin

tiempo post-inyecciéon mediante el test ANOVA de 1 via (Fu00=1.027, p=0.4174).

Del mismo modo, en los ratones con sobreexpresién también se examiné la expresion del
transcrito de y-Syn en el DR, donde no se detectaron cambios significativos en ningtn
grupo AAV (1W: 105.2 + 6.9%; 4W: 102.9 + 2.9%; 8W: 112.4 + 4.0%; 16W: 108.2 + 0.7%)
(Figura 19B,E). Igualmente, la expresién del mRNA de y-Syn tampoco cambié en el LC
entre ambos hemisferios (1W: 95.3 + 2.1%; 4W: 100.3 + 1.9%; 8W: 100.0 + 7.9%; 16W: 96.1 +
2.4%) (Figura 19C,F). Mediante el andlisis ANOVA de 1 via no se revelaron cambios
estadisticos en la expresién de y-Syn, comparando los grupos con diferentes tiempo post-
inyeccién y los respectivos controles (DR: Fy,1)=0.3816, p=0.8192; LC: F414=0.8205,

p=0.5280).

Ademas del andlisis de la expresién de y- y a-Syn, también se estudié el nivel de expresion
del transportador DAT en la SNc¢/VTA del modelo de sobreexpresion, en el grupo 4W post-
inyeccién. No se detectaron cambios en la expresiéon del mRNA en la SNc/VTA del
hemisferio ipsilateral respecto al contralateral en los ratones con sobreexpresién, en
comparacién con el grupo inyectado con vehiculo (97.4 + 9.8%) (Figura 20). El test ¢ de
Student no mostré diferencias estadisticas en la expresion de DAT entre ambos grupos

(t=0.2674, p=0.7959).
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Figura 19. Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén mostrando
la expresion del trascrito de a-Syn en la SNc/VTA (A) y del transcrito de y-Syn en el
DR (B) y el LC (C) en el modelo de sobreexpresién AAV10. Escala: 1 mm. D)
Cuantificacién densitométrica de los niveles de transcrito de a-Syn en la SNc¢/VTA.
E,F) Cuantificacién densitométrica de los niveles de transcrito de y-Syn en el DR y
el LC, respectivamente. No se encontraron diferencias en ningun tiempo post-

inyecci6n. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.
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Figura 20. Niveles de expresion de DAT en el modelo AAV10, a 4W post-
inyeccion. A) Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén
mostrando la expresion del transcrito de DAT en la SN¢/VTA, mediante ISH. Escala:
1 mm. B) Cuantificacién densitométrica de los niveles de transcrito de DAT. No se
encontraron diferencias entre el grupo AAV10 a las 4 semanas y el grupo control.

Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.
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En paralelo al aumento de los niveles de mRNA de y-Syn, también detectamos
incrementos de los niveles de proteina y-Syn en la SN¢/VTA mediante Western blot. La
densidad del inmunoblot para y-Syn fue cuantificada en la SNc/VTA de ratones AAV10 a
4W post-inyeccion y ésta mostré un aumento significativo de los niveles de y-Syn en el
lado ipsilateral comparado con el lado ipsilateral de los ratones inyectados con vehiculo
(154.5 £ 14.7% (Figura 21A,C). El andlisis estadistico utilizando el test t de Student mostré

un aumento significativo en comparacion con el grupo control (t=3.705, p=0.0005).

Por otro lado, también se analizaron los niveles de la proteina a-Syn endégena en la
SNc/VTA de los mismos ratones con sobreexpresién de y-Syn. En este caso, la densidad del
inmunoblot para a-Syn en los ratones con sobreexpresién no mostré diferencias respecto
al grupo control (117.0 + 18.2%) (Figura 21B,D). El analisis estadistico mediante el test t de

Student no mostré diferencias en los niveles de a-Syn entre ambos grupos (=0.9290,

p=0.3630).
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Figura 21. Niveles de las proteinas y-Syn y a-Syn en la SN¢/VTA de ratones con
sobreexpresion de y-Syn enddgena inducida por AAV10 a 4W. A,B) Inmunoblot
contra y-Syn y a-Syn, respectivamente, a las 4W post-inyecciéon con el vector
AAV10, utilizando B-actina como house-keeping. C) Cuantificacion densitométrica de
los niveles de proteina y-Syn en la SN¢/VTA, utilizando B-actina como house-keeping.
D) Cuantificacién densitométrica de los niveles de proteina a-Syn en la SNc/VTA,
utilizando P-actina como house-keeping. Los valores representan la media + SEM,

*kk

n=5 ratones/grupo. ***p<0.001 comparado con el grupo inyectado con vehiculo.



B. CONSECUENCIAS DE LA SOBREEXPRESION DE vy-
SINUCLEINA SOBRE LA NEUROTRANSMISION DA

Posteriormente, examinamos si la sobreexpresion de y-Syn en la SNc/VTA se asocia con
cambios en la neurotransmisién DA cortical y subcortical. Para ello, se evalué la
liberacién y concentracién extracelular de DA en mPFC y CPu de ratones en libre
movimiento a 4W post-inyeccién, utilizando microdidlisis intracerebral. La concentracion
basal de DA extracelular en mPFC y CPu no mostré diferencias entre los grupos AAV10 y
control en ninguna de las condiciones utilizadas (Tabla 6). El analisis ¢ de Student indic6
que no hay diferencias estadisticas en la mPFC (LCR: t=0.9420, p=0.3684; LCR+DMSO:

t=1.453, p=0.1768) ni el CPu (LCR: t=1.189, p=0.2618; LCR+DMSO: t=1.573, p=0.1502).

Tabla 6. Niveles basales de DA extracelular en mPFC y CPu evaluados por

microdialisis intracerebral en el modelo de sobreexpresién por AAV10-y-Syn.

) LCR 21.6 £ 3.3 (n=6) 8.1+2.3 (n=6)
Vehiculo
LCR + DMSO 1% 25.4 £ 2.9 (n=6) 13.6 £ 2.3 (n=6)
LCR 18.2 + 1.4 (n=6) 13.1 % 3.5 (n=6)
AAV10 (4W)
LCR + DMSO 1% 20.3 £ 2.0 (n=6) 8.0 £ 2.3 (n=6)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DA por fraccién dializada de 20 min. La n indica el numero de ratones utilizados en

cada caso.

Evaluando la neurotransmision DA en el CPu, la infusién veratridina (50 puM, agente
despolarizante) por didlisis reversa aumenté los niveles extracelulares de DA un ~3940%
en los ratones inyectados con vehiculo, respecto a los niveles basales; por su parte, en los
ratones con sobreexpresion la concentraciéon de DA aumenté un ~1606% respecto a los
valores basales (Figura 22A). El analisis ANOVA de 2 vias seguido del test post hoc de
Bonferroni no revela una diferencia significativa por efecto de grupo (Fq4=3.352,
P=0.1003), pero si se detectan diferencias por efecto del tiempo (Fs135=25.72, p<0.0001) y

por la interaccién grupo-tiempo (Fs,135=4.980, p<0.0001).

Por otra parte, la administracién local de nomifensina (1-10-50 M, inhibidor selectivo

DAT/NET) aumenté de manera dosis-dependiente la concentracion extracelular de DA en



CPu. En el grupo control, el aumento frente a cada dosis de farmaco fue del 338-519-909%
respecto a los valores basales; por otra parte, el aumento en los ratones AAV10 fue menos
pronunciado, de 133-300-411% respectivamente (Figura 22B). El andlisis ANOVA de 2 vias
mostré una diferencia significativa por efecto de grupo (Fq 10=7.033, p=0.0242), por tiempo

(Fa9,100=16.16, p<0.0001) y por interaccién grupo-tiempo (Fs,100=3.155, p<0.0001).

Ademas, también se evaluaron los efectos de la sobreexpresion de la y-Syn endégena
sobre la neurotransmisién DA en la mPFC. La administracién local de veratridina (50 uM)
increment6 la liberacién de DA cortical en ambos grupos experimentales, alcanzado
niveles de ~185% y ~162% en el grupo control y AAV10, respectivamente (Figura 22C). El
andlisis ANOVA de 2 vias no mostré diferencias significativas por efecto de grupo
(F1,8=0.8183, p=0.3921), ni por interaccién grupo-tiempo (Fas120=0.8920, p=0.5746),

aunque si por efecto de tiempo (Fs100=8.254, p<0.0001).

La administracién de nomifensina (10-50 uM) produjo un aumento dosis-dependiente de la
concentracion extracelular de DA cortical (206-259%) en el grupo control; sin embargo,
este efecto estuvo ausente en el grupo AAV10 (125-121%) (Figura 22D). El ANOVA de 2 vias
mostrd una diferencia significativa por efecto de grupo (F,=8.958, p=0.0242), por tiempo

(Fa7,100=4.664, p<0.0001) y por interaccién grupo-tiempo (Fa7,102=3.033, p=0.0003).
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Figura 22. Efectos sobre la neurotransmision DA nigroestriatal y mesocortical en
el modelo AAV10-y-Syn a las 4W post-inyeccion. A) La infusién local de
veratridina (50 pM) aument6 la liberacién de DA extracelular en CPu, con
aumentos menores en el grupo AAV10 comparados con el grupo control. B) La
infusién local de nomifensina (1-10-50 uM) aument6 de manera dosis-dependiente
la concentracién extracelular de DA estriatal, con un efecto menor en el grupo
AAV10 comparado al grupo control. C) La infusién local de veratridina (50 pM)
aumento la liberacion de DA extracelular en la mPFC, sin diferencias entre el
grupo AAV10 y el control. D) La infusién local de nomifensina (10-50 pM) aumenté
de manera dosis-dependiente la concentracién extracelular de DA cortical en el

grupo control, pero no en el grupo AAV10. Los valores representan la media + SEM,

*kk

n=>5-6 ratones/grupo. ***p<0.001 vs grupo inyectado con vehiculo.

Por otro lado, se llevaron a cabo experimentos adicionales de microdidlisis en grupos de

ratones inyectados con AAV10 o vehiculo y evaluados a 12W post-inyeccion.

En CPu, la infusién de veratridina (50 M) aumento los niveles extracelulares de DA un
~2997% en los ratones inyectados con vehiculo, respecto a los niveles basales; por su
parte, en los ratones con sobreexpresion la concentracién de DA aumenté un ~902%
respecto a los valores basales (Figura 23A). El analisis ANOVA de 2 vias seguido del test
post hoc de Bonferroni no revela una diferencia significativa por efecto de grupo
(F,11=2.925, p=0.1152), pero si se detectan diferencias por efecto del tiempo (Fs,165=9.774,

P<0.0001) y por la interaccién grupo-tiempo (Fs,165=3.058, p=0.0002).

Por otra parte, la administracién local de nomifensina (1-10 pM) aument6 de manera
dosis-dependiente la concentracién extracelular de DA en CPu. En el grupo control, el
aumento fue del 160-351% respecto a los valores basales, mientras que el aumento en los
ratones AAV10 fue menos pronunciado (145-217%) (Figura 23B). El analisis ANOVA de 2
vias mostré una diferencia significativa por efecto de grupo (Fu,7=5.789, p=0.0470), por

tiempo (Faa08=22.75, p<0.0001) y por interaccion grupo-tiempo (Fqa08=3.333, p=0.0002).

Respecto a la mPFC a 12W, la administracion local de veratridina (50 uM) incrementé la
liberacién de DA cortical en ambos grupos experimentales, alcanzado niveles de ~144% y
~168% en el grupo control y AAV10, respectivamente (Figura 23C). El analisis ANOVA de 2
vias no mostrd diferencias significativas por efecto de grupo (F,9=0.0787, p=0.7854), ni
por interaccién grupo-tiempo (Fs135=0.4298, p=0.9679), aunque si por efecto de tiempo

(F(15]135):3.949, p<0000 1) .



La administracién de nomifensina (1-10 uM) prod
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concentracién extracelular de DA cortical (167-215%) en el grupo control; sin embargo,

este efecto no se observé en el grupo AAV10 (104-

vias no mostr¢ diferencias estadisticas por efecto

131%) (Figura 23D). El test ANOVA de 2

de grupo (F,10=4.036, p=0.0723), pero si

por tiempo (Fu7170=4.951, p<0.0001) y por interaccién grupo-tiempo (Fa7,:170=1.883,

p=0.0224).
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Figura 23. Efectos sobre la neurotransmision DA nigroestriatal y mesocortical en

el modelo AAV10-y-Syn a las 12W post-in
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la concentracién extracelular de DA estriatal,
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grupo AAV10 y el control. D) La infusién local de nomifensina (10-50 uM) aument6

de manera dosis-dependiente la concentracién extracelular de DA cortical en el

grupo control, pero no en el grupo AAV10. Los valores representan la media + SEM,

n=5-6 ratones/grupo. ***

p<0.001 vs grupo inyectado con vehiculo.



" RESULTADOS

En cada experimento de microdialisis, también se cuantificé de modo simultdneo uno de
los metabolitos principales de DA, el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), en cada
una de las fracciones dialiazadas. La concentracién basal de DOPAC extracelular en mPFC
y CPu no mostré diferencias entre los grupos AAV10 y control en ninguna de las
condiciones utilizadas (Tabla 7). El test ¢t de Student indicé que no hay diferencias
estadisticas en la mPFC (LCR: t=0.8230, p=0.4297; LCR+DMSO: =1.109, p=0.2934) ni el CPu

(LCR: =0.4109, p=0.6898; LCR+DMSO: =0.6943, p=0.5033).

Tabla 7. Niveles basales de DOPAC extracelular en mPFC y CPu evaluados por

microdialisis intracerebral en el modelo de sobreexpresién por AAV10-y-Syn.

DOPAC BASAL DOPAC BASAL
(€5:19) 0) CONDICIONES
(MPFC) (CPv)
i LCR 0.12 £ 0.04 (n=6) 0.52 £ 0.08 (n=6)
Vehiculo
LCR + DMSO 1% 0.21 £ 0.06 (n=6) 1.26 £ 0.31 (n=6)
LCR 0.08 +0.08 (n=6) 0.46 £ 0.12 (n=6)
AAV10 (4W)
LCR + DMSO 1% 0.14 £ 0.03 (n=6) 0.95 + 0.34 (n=6)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DOPAC por fracciéon dializada de 20 min. La n indica el niumero de ratones

utilizados en cada caso.

En el CPu, la infusién de veratridina (50 pM) provocé una disminucién de los niveles de
DOPAC respecto a los niveles basales, que fue similar en el grupo control (~73%) y en el
grupo AAV10 (~84%) (Figura 24A); el ANOVA de 2 vias junto al test post hoc de Bonferroni
no mostro ninguna diferencia significativa por efecto de grupo (F,10=0.0073, p=0.9335),
por tiempo (Fp20=3.037, p=0.0705) y por interaccion grupo-tiempo (Fp,20=0.2405,
p=0.7885). La infusién de nomifensina (1-10-50 uM) no provocd una respuesta dosis-
dependiente en los niveles de DOPAC respecto a los niveles basales, ni en el grupo control
(118-85-76%) ni en el AAV10 (94-75-78%) (Figura 24B); el ANOVA de 2 vias no mostrd
diferencias estadisticas por efecto de grupo (F,10=0.7082, p=0.4197), por tiempo

(F3,30=2.603, p=0.0702) ni por interaccién grupo-tiempo (F 30=0.3671, p=0.7772).

En la mPFC, la infusién de veratridina produjo una disminucién de los niveles de DOPAC
extracelular, similar en los ratones del grupo control (~73%) y del grupo con
sobreexpresién (~75%) (Figura 24C); el andlisis ANOVA no mostré diferencias

significativas entre ambos grupos por efecto de grupo (Fu,4=0.0187, p=0.8943) ni por

[109]



interacciéon grupo-tiempo (F(,15=0.0201, p=0.9802), aunque si por tiempo (F(,15=7.232,
P=0.0050). La infusién de nomifensina (10-50 uM) tampoco provocé una respuesta dosis-
dependiente en los niveles de DOPAC, ni en el grupo control (75-71%) ni en el AAV10 (84—
87%) (Figura 24D); el ANOVA de 2 vias no mostré diferencias significativas por efecto de
grupo (F,10=0.6692, p=0.4324), por tiempo (Fp,0=2.975, p=0.0739) y por interaccién

grupo-tiempo (F,20=0.3498, p=0.7091).
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Figura 24. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu y mPFC en el modelo AAV10-
y-Syn a 4W post-inyeccion. Las graficas muestran los niveles de DOPAC
representados como area bajo la curva. A,B) La infusién en CPu de veratridina (50
uM) o nomifensina (1-10-50 pM) no mostré diferencias entre ambos los grupos
inyectados con AAV10 y con vehiculo en los niveles de DOPAC extracelular. C,D) La
infusién en mPFC de veratridina (50 uM) o nomifensina (10-50 uM) no produjo
diferencias entre ambos grupos en los niveles de DOPAC extracelular. Los valores

representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.



C. CONSECUENCIAS CONDUCTUALES DE LA
SOBREEXPRESION DE y-SINUCLEINA

Para examinar si la sobreexpresiéon de y-Syn en la SNc/VTA se relaciona con cambios
conductuales, se llevaron a cabo varias pruebas comportamentales en los ratones AAV10y

sus respectivos controles en las semanas 4, 8 y 16 posteriores a la inyeccién.

I. COMPORTAMIENTO MOTOR

En primer lugar, evaluamos la actividad motora de los ratones con sobreexpresién de y-
Syn mediante el test de campo abierto, midiendo la distancia total recorrida durante 15
min. Los ratones inyectados con AAV10 no mostraron ninguna diferencia en la actividad
locomotora en ningun tiempo post-inyeccién; la distancia total recorrida por cada grupo
fue de 83.6 £ 11.4% (4W), 95.8 + 8.0% (8W) y 77.2 £ 20.5 % (16W), en comparacién con sus
respectivos grupos control (Figura 25A). El test t de Student no mostré diferencias
estadisticas en la distancia total recorrida entre ambos grupos (4W: t=1.436, p=0.1889; 8W:
t=0.5291, p=0.6032; 16W: t=1.112, p=0.3166); mediante el mismo andlisis tampoco se
detectaron diferencias en el resto de variables cuantificadas: tiempo de reposo, duracién

de los movimientos rapidos y lentos, y velocidad media.

Para evaluar la asimetria en el uso de las patas delanteras llevamos a cabo la prueba del
cilindro, contando el nimero de contactos de cada pata sobre la pared del cilindro
durante 5 min para calcular el uso de la pata contralateral a la inyeccién. En comparacién
con los ratones inyectados con vehiculo, la proporcién de contactos de la pata
contralateral respecto al total de contactos en los ratones inyectados con AAV10 fue de
100.2 £+ 6.9% (4W), 100.7 + 4.1% (8W) y 90.8 + 9.1% (16W). El test t de Student no mostro
diferencias significativas entre los grupos con sobreexpresién de y-Syn comparados con
los grupos controles que recibieron vehiculo en ningin tiempo de evaluacién (Figura
25B), como reveld el test t de Student (4W: t=0.0274, p=0.9788; 8W: t=0.1709, p=0.8665; 16

weeks: t=1.018, p=0.3383).



Ademds, evaluamos también la coordinacién y el equilibrio mediante la prueba del
RotaRod acelerado, cuantificando la latencia de la caida (Figura 25C). Ambos grupos,
AAV10 y control, mostraron un comportamiento similar a 4W y 8W, con tiempos de
latencia de caida comparables tal como se revela mediante el test t de Student (4W:
t=1.012, p=0.3227; 8W: t=0.2132, p=0.8328). Sin embargo a 16W, los ratones AAV10
mostraron una latencia de caida menor comparada con el grupo control (80.9 + 8.4%),
evidenciando de este modo un empeoramiento de la funcién motora en el RotaRod,;
mediante el test t de Student se revelaron diferencias significativas entre ambos grupos a

las 16W (=2.258, p=0.0342).

II. FUNCION COGNITIVA

Los efectos de la sobreexpresion de la forma endégena de y-Syn sobre la funcién cognitiva
de los ratones también fueron evaluados en los diferentes tiempos post-inyeccion.
Mediante el test de evitacion pasiva, evaluamos la latencia de escape para calcular la
memoria a corto plazo condicionada por miedo (tes — tprewesr) (Figura 25D). En los tiempos
4W y 8W se detecté un comportamiento similar entre los grupos AAV10 y control, con una
memoria a corto plazo similar como se revela en el andlisis ¢ de Student (4W: t=1.316,
P=0.2024; 8W: =1.602, p=0.1209). No obstante, a las 16W se aprecié una menor memoria a
corto plazo en el grupo AAV10 en comparacién con el grupo inyectado con vehiculo (54.1 +
22.1%); mediante el mismo andlisis estadistico se revelaron diferencias significativas entre

ambos grupos en este tiempo post-inyeccion (t=2.076, p=0.0492).

Ademas, también utilizamos el test de reconocimiento de objetos novedosos para evaluar
el efecto de la sobreexpresién de y-Syn en la memoria a corto plazo, cuantificando el
tiempo de exploracién de ambos objetos. Durante el periodo de entrenamiento, ambos
grupos mostraron una preferencia similar por los mismos objetos, en todos los tiempos
post-inyeccién. En el test, los dos grupos de ratones mostraron un mayor tiempo de
exploracion del objeto novedoso respecto al familiar (Figura 25E); en los tiempos de
evaluacion, el test ANOVA de 2 vias mostr6 diferencias estadisticas por efecto del objeto
(4W: Fg44=51.61, p<0.001; 8W: F(54=187.8, p<0.001; 16W: F44=50.14, p<0.001), pero no

por efecto de grupo (AW: Fu44=2.546, p=0.1177; 8W: F(,54=2.597, p=0.1129; 16W:



F,49=1.540, p=0.2212) ni por interaccién grupo-tiempo (4W: Fq,44=1.397, p=0.2435; 8W:

F59=2.914, p=0.0935; 16W: F(1 44=3.938, p=0.0535).

Durante este test, los grupos con sobreexpresién mostraron una discriminacién similar
del objeto novedoso en comparacién con el grupo control, en los tiempos 4W (93.6 + 6.6%)
y 8W (98.7 + 7.6%) (Figura 25E); el test t de Student no reveld diferencias estadisticas en
ambos tiempos (4W: =1.493, p=0.1511; 8W: t=0.1732, p=0.8638). Sin embargo, los ratones
con sobreexpresiéon del grupo 16W presentaron una menor discriminacién entre el objeto
familiar y el novedoso en comparacién con el grupo control (76.9 + 8.0%); en este caso, el

test t de Student mostré diferencias significativas entre ambos grupos (=2.651, p=0.0158).

Finalmente, también evaluamos los cambios en el aprendizaje espacial y memoria de
referencia utilizando el laberinto acuatico de Morris, a 4, 8 y 16W post-inyeccién. A lo
largo de las 4 sesiones de entrenamiento registramos las latencias de escape de los
diferentes grupos para analizar el aprendizaje (Figura 25F). En el grupo 4W no se
detectaron diferencias en el aprendizaje, de modo que los ratones con sobreexpresion
presentaron una latencia de escape similar a sus respectivos controles (100.1 + 6.0%);
mediante el test ANOVA de 2 vias seguido del test post hoc de Bonferroni no se detectan
diferencias entre ambos grupos, por efecto del grupo (F,25=0.0003, p=0.9864), ni
interaccion grupo-tiempo (Fu02,)=0.1816, p=0.9474), aunque si por tiempo (F07=8.489,
p<0.0001). Sin embargo, en los grupos 8W y 16W post-inyeccién si que se aprecié una
latencia de escape mayor de los ratones con sobreexpresién en comparacién con sus
respectivos controles (8W: 113.6 + 5.2%; 16W: 120.5 £ 9.3%). Con el mismo test ANOVA se
revelaron diferencias significativas en el tiempo 8W por efecto de grupo (F,2)=6.864,
p=0.0156) aunque no por tiempo (F;66=2.165, p=0.1005) ni interacciéon grupo-tiempo
(F,66=1.065, p=0.3699); igualmente, también se revelaron diferencias entre ambos grupos
en el tiempo 16W por efecto de grupo (Fu,17=4.846, p=0.0418) y por tiempo (F(s1=5.393,

p=0.0027), pero no por su interaccion (Fs=0.9785, p=0.4102).

Después del aprendizaje en el test del laberinto de Morris también se realizé la prueba sin
la plataforma para evaluar la memoria de referencia, midiendo el tiempo transcurrido en
cada cuadrante. No obstante, no se observaron diferencias en el tiempo transcurrido en el
cuadrante de referencia comparando los ratones con sobreexpresion con sus respectivos

grupos control en los diferentes tiempos post-inyecciéon (4W: 104.3 + 22.3%; 8W: 100.5 +



30.1%; 16W: 126.5 + 19.3%) (Figura 25F). Mediante el test t de Student no se revelaron
diferencias estadisticas entre ambos grupos en ninguno de los tiempos evaluados (4W:

t=0.1938, p=0.8481; 8W: =0.0502, p=0.9604; 16W: =1.374, p=0.1826).
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Figura 25. Cambios conductuales en el modelo AAV10-y-Syn. A) Test de campo
abierto. Los ratones no muestran ninguna diferencia en la distancia total en ningun
tiempo post-inyeccién. B) Test del cilindro. No se detectan diferencias en el uso de
la pata delantera contralateral en ningun tiempo post-inyeccién. C) Test RotaRod.
Se detecté un empeoramiento de la coordinacién motora de los ratones AAV10 a las
16W post-inyeccidn, evidente por un menor tiempo de latencia hasta la caida en el
test acelerado. D) Test de evitacién pasiva. Midiendo la latencia hasta el cruce a la
camara oscura, los ratones con sobreexpresion mostraron una peor memoria de
retencién a las 16W post-inyecciéon. E) Test de reconocimiento de objetos
novedosos. Los ratones AAV10 y controles mostraron una mayor preferencia por el
objeto novedoso con tiempos de exploracién similares, pero el grupo AAVI10
mostré un indice de discriminacién menor a las 16W. F = Objeto familiar, N =

Objeto novedoso. F) Test del laberinto acudtico de Morris. Los ratones mostraron



mayores latencias de escape durante las sesiones de entrenamiento a partir de 8W
post-inyeccidn, aunque no se detectaron diferencias en el tiempo transcurrido en
el cuadrante de escape durante la sesion del test. Los valores representan la media
+ SEM, n=10-15 ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.01 vs grupo inyectado con vehiculo;

~~ap<0.001 vs objeto familiar.

Adicionalmente, para descartar posibles efectos asociados a elementos virales, un grupo
de ratones fue inyectado con un vector AAV10-CMV vacio en la SNc¢/VTA. Los ratones
fueron tratados de un modo similar a aquellos que recibieron el constructo AAV10-CMV-y-
Syn y fueron evaluados en los mismos tiempos. Mediante ISH no se detecté ningun
cambio en la expresién del transcrito de y-Syn en la SNc/VTA del hemisferio ipsilateral
respecto al contralateral en ninguno de los grupos inyectados con el vector vacio, respecto
al grupo control inyectado con vehiculo (Figura 26A,B); el analisis ANOVA de 1 via con el

test post hoc de Tukey no revel6 diferencias entre ambos grupos (F»0=0.0314, p=0.8661).

Ademas, en los ratones inyectados con el vector AAV vacio también se llevaron a cabo las
pruebas de comportamiento motor de campo abierto y del cilindro, a los tiempos post-
inyeccién 4W, 8W y 16W. En el test de campo abierto los ratones inyectados con el vector
vacio no mostraron ninguna diferencia en la actividad locomotora en ninguno de los
tiempos post-inyeccién, en comparaciéon con sus respectivos controles (Figura 26C). El
test t de Student no mostrd diferencias significativas en la distancia total recorrida entre

ambos grupos (4W: t=1.186, p=0.2697; 8W: =0.3342, p=0.7421; 16W: t=0.2036, p=0.8454).

En la prueba del cilindro para evaluar la asimetria en el uso de las patas delanteras
tampoco se han detectado diferencias significativas entre los grupos inyectados con el
vector AAV vacio y los inyectados con vehiculo en ningin tiempo post-inyeccion (Figura
26D). Asi, el test t de Student no reveld diferencias estadisticas entre los grupos, en
comparacién con sus respectivos controles (4W: t=1.316, p=0.2246; 8W: t=0.8646, p=0.4000;

16W: =1.047, p=0.3256).
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Figura 26. Efectos de la inyeccion de un vector AAV10-CMYV vacio en la SNc/VTA.
A) Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén mostrando la
expresién del transcrito de y-Syn en la SNc¢/VTA de ratones inyectados con un
vector AAV10-CMV vacio, evaluados por ISH. Escala: 1 mm. B) Cuantificacién
densitométrica de la expresién del transcrito de y-Syn en la SN¢/VTA, en relacidén al
hemisferio contralateral. Las barras no muestran diferencias en los niveles de
expresion de y-Syn en comparacién con el grupo control. C) Test de campo abierto.
Los ratones no muestran ninguna diferencia en la distancia total en ningun tiempo
post-inyeccién. B) Test del cilindro. No se detectan diferencias en el uso de la pata
delantera contralateral en ningin tiempo post-inyeccién. Los valores representan
la media + SEM, n=5-6 vratones/grupo (ISH); n=10-15 ratones/grupo

(comportamiento).
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3. MODELO DE SILENCIAMIENTO
DE y-SINUCLEINA EN NEURONAS

DOPAMINERGICAS DE LA SN¢/VTA MEDIANTE
OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

A. ESTUDIO PRELIMINAR: SILENCIAMIENTO
AGUDO DE y-SINUCLEINA MEDIANTE RNAs
PEQUENOS DE INTERFERENCIA

Previamente al desarrollo del modelo de silenciamiento mediante moléculas ASO, y
siguiendo con la linea experimental del grupo de investigacién (Bortolozzi et al., 2012;
Ferrés-Coy et al. 2013a,b, 2016), se llevd a cabo un estudio para evaluar la eficacia de
silenciamiento in vivo de tres secuencias de siRNAs, complementarias con varias regiones
del mRNA Sncg murino codificante para y-Syn, y sin homologia para los transcritos de a-
Syn y B-Syn. Las secuencias de los siRNAs estdn detalladas en la Tabla 3, y todas ellas
mostraron una eficacia del 50-80% para el silenciamiento de Sncg utilizando algoritmos de

diserio de siRNAs provistos por Cenix BioScience.

Distintos grupos de ratones WT recibieron localmente 1 pl conteniendo 60 ug de cada
secuencia de siRNA en la SNc¢/VTA y el grupo control recibié LCR artificial, y fueron
sacrificados 24 h después. La Figura 27 muestra la cuantificacién de la expresién de y-Syn
en la SNc y la VTA tras la infusién de las diferentes moléculas administradas. Los valores
medios en comparacién con el hemisferio contralateral fueron los siguientes: siRNA 422-
440 (SNc: 99.2 + 3.7%; VTA: 101.9 £ 3.9%), siRNA 439-457 (SNc: 102.1 + 3.7%; VTA: 101.4 +

3.9%) y siRNA 449-468 (SNc: 85.1% + 4.0%; VTA: 84.5 + 4.5%).

El andlisis t de Student no mostré diferencias estadisticas entre el grupo control y el
administrado con siRNA 422-440 (SNc: t=0.2899, p=0.7743; VTA: t=0.4074, p=0.6873), ni
tampoco entre el grupo control y el inyectado con siRNA 439-457 (SNc: t=0.4285, p=0.6723;
VTA: t=0.1964, p=0.8460). Sin embargo, si que se revelé una reduccién significativa
comparando el grupo control y el inyectado con siRNA 449-468 (SNc: t=3.151, p=0.0050;

VTA: t=3.009, p=0.0065).
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Figura 27. Expresion de y-Syn en las neuronas DA de la SNc¢/VTA tras la
administracion local de siRNAs. Los diferentes grupos de ratones recibieron 60 pg
de las moléculas siRNA y fueron sacrificados 24 h después. Las barras muestran la
cuantificacion densitométrica de los niveles de transcrito de y-Syn en la SNc (A) y la
VTA (B), evaluados en diferentes coordenadas anteroposteriores. Los valores
representan la media + SEM, n=5 ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.01 vs ratones

inyectados con vehiculo.

Los resultados anteriores mostraron que la secuencia siRNA 449-468 fue la mds efectiva
para reducir in vivo la expresiéon del mRNA de y-Syn. Sin embargo, considerando que en el
momento del desarrollo de esta tesis paralelamente se estaban llevando a cabo diferentes
estudios comparativos de la eficacia de siRNAs y ASOs para reducir la expresién de a-Syn,
siendo los tultimos mds potentes que los primeros (Alarcén-Aris et al., 2018), hemos
decidido disefiar una molécula ASO que se una a la misma regiéon del mRNA de y-Syn que
el siRNA 449-468. Ademds, esta molécula ASO (a partir de ahora 1415-ASO) fue conjugada
con el inhibidor triple de los transportadores de monoaminas, indatralina, para dirigirla
selectivamente hacia las neuronas DA como previamente se hizo para IND-1233-ASO
contra a-Syn (Alarcén-Aris et al., 2018). En las secciones siguientes se describiran los

efectos de IND-1415-ASO sobre los niveles de y-sinucleina en la SN¢/VTA.



B. REDUCCION DE LA EXPRESION DE y-SINUCLEINA EN
LA SNc/VTA POR LA ADMINISTRACION LOCAL DE
IND-1415-AS0O

Una vez sintetizada la molécula IND-1415-AS0, ésta fue aplicada estereotdxicamente en la
SNc/VTA de los ratones (60 ug en 1 pl) y éstos fueron sacrificados 24 y 72 h después de la
administracién. El grupo control recibié 1 ul de LCR artificial en la SNc/VTA. Mediante
ISH, se detect6 una menor expresién de y-Syn en la SNc/VTA de los ratones tratados con
IND-1415-ASO, comparada con el grupo control. Esta reduccién fue del 75.4 + 5.7% y del
80.1 + 3.9% a las 24 y 72 h respectivamente, respecto al hemisferio contralateral (Figura
28A,C). El analisis ANOVA de 1 via seguido del test post hoc de Tukey mostr6 un efecto de
grupo (F,14=13.19, p=0.0006), con una reduccidén significativa a las 24 h (p=0.0013) y 72 h
(p=0.0041) en comparacién con el grupo control tratado con vehiculo, pero sin diferencias

significativas entre ambos grupos tratados con IND-1415-ASO (p=0.7195).

Para evaluar mas exhaustivamente el efecto de IND-1415-ASO sobre la reduccién del
mRNA de y-Syn, se llevé a cabo un estudio de colocalizacién a fin de identificar el tipo
celular. Para ello, se realizaron experimentos dobles de ISH de y-Syn y de

inmunohistoquimica para identificar células TH* (Figura 28B).

En primer lugar, se cuantificaron las células TH* con expresion del mRNA de y-Syn, y se
detecté una reduccién del numero de células doble positivas (TH*/y-Syn*) en la SNc/VTA
de los ratones administrados con IND-1415-ASO, en comparacién con los inyectados con
vehiculo. La reduccién fue del 87.0 + 7.7 % y del 84.6 £ 6.3% a las 24 y 72 h post-
administraciéon respectivamente, respecto al hemisferio contralateral a la inyecciéon
(Figura 28D). El andlisis ANOVA de 1 via no mostr6é un efecto de grupo (F(2,9)=3.007,
p=0.1000), pero en las comparaciones multiples se observé una reduccion significativa en
los ratones tratados con IND-1415-ASO evaluados a las 72 h (p=0.0497), aunque no a las 24

h (p=0.1431).

Seguidamente, se cuantificé la densidad del transcrito de y-Syn en las células TH* como el
area de la emulsidn en relaciéon al 4rea con inmunorreaccién TH*. En este caso también se
observé una disminucién de la densidad del mRNA de y-Syn en las células de los ratones

tratados con IND-1415-ASO en comparacién con el grupo control, del 75.0 + 7.9% y del 66.6
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+ 7.3% a las 24 y 72 h respectivamente, respecto al hemisferio contralateral (Figura 28E).
El andlisis ANOVA de 1 via seguido del test post hoc de Tukey revelé un efecto de grupo
(F,10=13.74, p=0.0014), con una reduccién significativa a las 24 h (p=0.0115) y a las 72 h
(p=0.0012) respecto al grupo control, pero sin diferencias entre ambos grupos inyectados

con IND-1415-ASO (p=0.4324).

Ademas, no se detecté una pérdida de células TH* en la SNc/VTA en el hemisferio
ipsilateral respecto al contralateral en los ratones tratados con IND-1415-ASO (24 h: 88.1 +
10.5%; 72 h: 92.4 + 11.1%), en comparacién con el grupo administrado con vehiculo (105.2
+ 14.9%) (Figura 28F). El andlisis ANOVA de 2 vias seguido del test post hoc de Tukey no
muestra diferencias estadisticas entre los grupos en el nimero de células por efecto de
grupo (Fp0=2.763, p=0.0872), de hemisferio (F(29=0.4143, p=0.5271) ni interaccién grupo-

hemisferio (F,20=0.5180, p=0.6035).
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Figura 28. Silenciamiento de y-Syn en las neuronas DA de la SN¢/VTA inducido
por IND-1415-ASO A) Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén
mostrando la reduccién del nivel de transcrito de y-Syn en la SNc/VTA de ratones
administrados con IND-1415-ASO, evaluada mediante ISH. Escala: 1 mm. B)
Imégenes de microscopia éptica mostrando la expresién del mRNA de y-Syn
(identificada utilizando una sonda marcada con *P y mostrada como puntos negros
en la imagen) en las células TH* de la SN¢/VTA. Escala: 50 um. C) Cuantificaciéon

densitométrica de la sobreexpresiéon del transcrito de y-Syn en la SNc/VTA, en
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relacién al hemisferio contralateral. Las barras muestran una reduccién
significativa de los niveles de expresiéon de y-Syn en comparacién con el grupo
control tratado con vehiculo. D) Cuantificacion de las células TH* con expresion del
mRNA de y-Syn en la SNc/VTA de los ratones administrados con IND-1415-ASO. E)
Cuantificacién de la densidad intracelular del transcrito de y-Syn en las células TH",
en relacion al area total de la célula. F) Cuantificacion de la cantidad de células TH*
por mm? en la SNc/VTA, en los hemisferios ipsi- y contralateral. Los valores
representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.01 vs ratones

inyectados con vehiculo.

Para comprobar la especificidad del silenciamiento, en los ratones inyectados con IND-
1415-ASO también evaluamos la expresién del transcrito de a-Syn en la SN¢/VTA, 24 h
después de la administracién. Mediante ISH no se observaron cambios entre ambos
hemisferios de los ratones tratados con IND-1415-ASO (109.0 + 6.9%) (Figura 29A), y el test
t de Student no mostré diferencias estadisticas con el grupo administrado con vehiculo

(t=1.407, p=0.1971).

Ademas, también se examino la expresion del mRNA de y-Syn en el DR y LC de los ratones
tratados con IND-1415-ASO, 24 h después de la inyeccién. No se observaron cambios en la
expresion de y-Syn en el DR (110.1 + 5.5%), en comparacién con el grupo control (Figura
29B), y el test t de Student no mostré diferencias entre ambos grupos (=0.7954, p=0.4525).
Del mismo modo, tampoco se observaron cambios en la expresién de y-Syn en el LC (99.8
+ 3.3%) (Figura 29C), y el test t de Student no mostré diferencias con el grupo control

(t=0.0449, p=0.9652).
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Figura 29. Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén mostrando
la expresion del trascrito de a-Syn en la SN¢/VTA (A) y del transcrito de y-Syn en el
DR (B) y el LC (C) en el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO. Escala: 1 mm.
La cuantificacién densitométrica no muestra diferencias en ningun tiempo tras la

administracidn. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.

Sin embargo, el analisis de la expresién de otro de los marcadores de neuronas DA como
DAT, mostr6 una reduccién significativa en el modelo de silenciamiento de la expresion
de y-Syn. Sorprendentemente, comparando la expresiéon del transcrito de DAT en la
SNc/VTA del hemisferio ipsilateral respecto al contralateral de los ratones inyectados con
IND-1415-ASO se detect6 una disminucién del mRNA de DAT de 57.9 + 16.6% alas 24 h y
del 61.8 £ 15.9% a las 72 h (Figura 30A,B). El ANOVA de 1 via seguido del test post hoc de
Tukey mostré un efecto de grupo (Fp,11=14.56, p=0.0008), con una reduccién significativa
en comparacién con el lado ipsilateral del grupo control tratado con vehiculo (24 h:
p=0.0037; 72 h: p=0.0012), y sin diferencias entre ambos grupos de IND-1415-ASO
(p=0.9033). Ademds, el andlisis de regresiéon lineal simple mostré una correlaciéon

significativa entre la reduccién del mRNA de y-Syn y de DAT (R?=0.5477, p=0.0025) (Figura

30C).
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Figura 30. Niveles de expresion de DAT en el modelo de silenciamiento por IND-
1415-ASO, 24 y 72 h post-administracion. A) Autorradiografia de secciones
coronales de cerebro de ratén mostrando la reducciéon de la expresion del
transcrito de DAT en la SNc¢/VTA, evaluada por ISH. Escala: Ilmm. B) Cuantificaciéon

densitométrica de los niveles de transcrito de DAT en la SNc¢/VTA, en relacién al



hemisferio contralateral. Las barras muestran una reduccién significativa de la
expresion en comparacién con el grupo inyectado con vehiculo. C) Relacién entre
los niveles de expresién de y-Syn y DAT, mostrando una correlacién directa entre
ambos. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo. **p<0.01 vs

grupo control.

Adicionalmente, para descartar posibles efectos asociados a la activacién de los elementos
celulares de la RNasa-H, un grupo de ratones fue inyectado con un IND-ASO sin homologia
con el genoma de ratén (IND-1227-ASO) en la SNc/VTA. Los ratones fueron tratados de
modo similar a los administrados con IND-1415-ASO y fueron evaluados 24 h después de la
administracion. Mediante ISH no se detecté ningin cambio en la expresién del transcrito
de y-Syn en la SNc/VTA del hemisferio ipsilateral respecto al contralateral en el grupo
inyectado con IND-1227-ASO (94.7 + 1.7), en comparacién con el grupo control (100.0 +
2.5%) (Figura 31). El andlisis t de Student no revel6 diferencias estadisticas entre ambos

grupos (t=1.620, p=0.1363).

Considerando que la administraciéon de IND-1227-ASO en la SN¢/VTA no produjo ningin
efecto en la expresion del transcrito de y-Syn, decidimos administrar vehiculo (LCR) en los
ratones empleados como grupo control durante la evaluacién de la neurotransmision DA.
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Figura 31. Efectos de la inyecciéon de IND-1227-ASO en la SNc/VTA. A)
Autorradiografia de secciones coronales de cerebro de ratén mostrando la
expresion del transcrito de y-Syn en la SNc¢/VTA de ratones inyectados con IND-
1227-AS0, sin homologia con el genoma murino, evaluados por ISH. Escala: 1 mm.
B) Cuantificacién densitométrica de la expresién del transcrito de y-Syn en la
SNc/VTA, en relacién al hemisferio contralateral. Las barras no muestran
diferencias en los niveles de expresién de y-Syn en comparacién con el grupo

control. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo (ISH).



Posteriormente, evaluamos los niveles de la proteina y-Syn en la SN¢/VTA de los ratones
tratados con IND-1415-ASO o vehiculo mediante Western blot. La densidad del inmunoblot
para y-Syn de ratones administrados con IND-1415-ASO mostré una reduccién de los
niveles de y-Syn del lado ipsilateral en comparacién con el lado ipsilateral del grupo
control (24h: 94.5 + 11.3%; 72h: 63.1 + 10.5%) (Figura 32A,C). E1 ANOVA de 1 via seguido
del test post hoc de Tukey mostr6 diferencias un efecto de grupo (F,»1=7.640, p=0.0032),
con cambios significativos a 72 h (p=0.0029), pero no a 24 h (p=0.8521), comparando

ratones tratados con IND-1415-ASO y con vehiculo.

Por otro lado, también evaluamos los niveles de la proteina a-Syn endégena en la SN¢/VTA
de los ratones inyectados con IND-1415-ASO o vehiculo. La densidad del inmunoblot para
a-Syn de la SNc/VTA ipsilateral de los ratones tratados con IND-1415-ASO mostré un nivel
de proteina del 109.1 + 20.0% y del 70.6 + 19.6% a las 24 y 72 h post-inyeccién
respectivamente, en comparacion con el grupo control (Figura 32B,D). El test ANOVA de 1
via seguido del test post hoc de Tukey no mostré diferencias estadisticas entre los ratones
inyectados con IND-1415-ASO y con vehiculo por efecto de grupo (F(5=2.489, p=0.1379), y
las comparaciones multiples no revelaron cambios comparando los dos grupos tratados

con IND-1415-ASO con el grupo control (24 h: p=0.6637; 72h: p=0.1844).
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Figura 32. Niveles de las proteinas y-Syn y a-Syn en la SNc¢/VTA de ratones
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tratados con IND-1415-ASO, 24 y 72 h después de la administraciéon. A,B)
Inmunoblot contra y-Syn y a-Syn respectivamente, 24 h y 72 h después de la
administraciéon de IND-1415-ASO, utilizando f-actina como house-keeping. B)
Cuantificacién densitométrica de los niveles de proteina y-Syn en la SNc/VTA,
utilizando B-actina como house-keeping. C) Cuantificacién densitométrica de los
niveles de proteina a-Syn en la SNc¢/VTA, utilizando -actina como house-keeping.
Los valores representan la media + SEM, n=5 ratones/grupo. **p<0.01 vs grupo

inyectado con vehiculo.



C. CONSECUENCIAS DE LA REDUCCION DE LA PROTEINA
y-SINUCLEINA SOBRE LA NEUROTRANSMISION DA

A continuacién, se caracterizé el efecto de la reduccién de la proteina y-Syn sobre la
neurotransmisiéon DA en la mPFC y CPu, de la misma manera que en el modelo de
sobreexpresiéon de y-Syn en SNc/VTA. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de
microdialisis entre 24 y 48 h después de la administracién de IND-1415-ASO. La
concentracion basal media de DA extracelular en mPFC y CPu no mostré cambios entre
los grupos inyectados con IND-1415-ASO y con vehiculo, en ninguna de las condiciones
utilizadas (Tabla 8). El analisis t de Student no mostré diferencias estadisticas en la mPFC
(LCR: t=0.0543, p=0.9573; LCR+DMSO: t=0.5394, p=0.6043) ni el CPu (LCR: #=0.2364,

p=0.8159; LCR+DMSO: t=0.2739, p=0.7911).

Tabla 8. Niveles basales de DA extracelular en mPFC y CPu evaluados por

microdialisis intracerebral en el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO.

) LCR 20.6 + 2.8 (n=5) 15.8+1.6 (n=5)
Vehiculo
LCR + DMSO 1% 14.1+0.7 (n=5) 20.1 £ 1.9 (n=5)
LCR 20.9 + 6.6 (n=5) 14.3 + 2.3 (n=5)
IND-1415-AS0O
LCR + DMSO 1% 15.2+ 1.9 (n=5) 21.4 + 4.1 (n=5)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DA por fraccién dializada de 20 min. La n indica el numero de ratones utilizados en

cada caso.

La infusion del agente despolarizante veratridina (50 uM) por dialisis reversa produjo un
aumento significativo de la liberacion de DA en el CPu, con niveles similares para ambos
grupos experimentales y del orden de ~1360% y ~1495% para el grupo control y para el
tratado con IND-1415-AS0, respectivamente (Figura 33A). E1 ANOVA de 2 vias seguido del
test post hoc de Bonferroni mostrd un efecto de tiempo (Fs,105=40.20, p<0.0001), pero no de

grupo (F,7=0.0175, p=0.8986) ni interaccidn grupo-tiempo (Fs 105=0.2125, p=0.9992).

Por otra parte, la administracién local del inhibidor selectivo de DAT/NET, nomifensina
(1-10 pM) aumentd de manera dosis-dependiente la concentracién extracelular de DA en

CPu en ambos grupos. En este caso, el aumento en el grupo control fue de 149-272%



respecto a los valores basales, mientras que el aumento en el grupo tratado con IND-1415-
ASO fue de 295-680% (Figura 33B). El analisis ANOVA de 2 vias mostré una diferencia
significativa entre ambos grupos por efecto de grupo (F,7=7.061, p=0.0326), por tiempo

(Fa7,119=17.14, p<0.0001) y por interaccién grupo-tiempo (Fa7,119=5.152, p<0.0001).

De modo similar, la administracién local del liberador de DA e inhibidor de DAT/NET,
anfetamina (1-10 uM) aument6 de modo dosis-dependiente la concentracion extracelular
de DA en CPu. En el grupo control tratado con vehiculo tuvo incrementos de los valores de
DA del 173-255% respecto a los valores basales, mientras que estos niveles fueron mayores
en el grupo tratado con IND-1415-ASO (202-443%) (Figura 33C). El ANOVA de 2 vias
mostré un efecto de tiempo (Fuzs5=14.68, p<0.0001), y de interaccién grupo-tiempo

(F7,85=2.534, p=0.0026), mientras que el efecto grupo fue marginal (Fq 5=6.591, p=0.0502).

Ademas, también analizamos el efecto de IND-1415-ASO sobre la neurotransmision DA
cortical. En este caso, la administracién local de veratridina (50 uM) produjo un aumento
de DA cortical respecto a los niveles basales del ~219% en el grupo control y del ~206% en
el IND-1415-ASO (Figura 33D). El ANOVA de 2 vias mostré diferencias por efecto de
tiempo (Fs,120=15.68, p<0.0001), pero no de grupo (Fu,5=0.0022, p=0.9639) ni interacciéon

grupo-tiempo (Fs,120=0.3491, p=0.9882).

La administracién de nomifensina (10-50 pM) produjo un aumento dosis-dependiente de la
concentracién extracelular de DA cortical, del 191-233% en el grupo control y del 191-
213% en el grupo tratado con IND-1415-AS0, en relacién a los niveles basales (Figura 33E).
El andlisis ANOVA de 2 vias mostré diferencias por efecto tiempo (F7,55=8.534, p<0.0001)
pero no por efecto de grupo (Fu,5=0.0571, p=0.8206) ni por interaccién grupo-tiempo

(F17,85=0.6268, p=0.8616).

Por ultimo, la administracién local de anfetamina (10-100 uM) condujo a un aumento de la
concentraciéon de DA cortical del 144-188% en el grupo inyectado con vehiculo y del 125-
169% en el inyectado con IND-1415-ASO, respecto a sus valores basales (Figura 33F). El
ANOVA de 2 vias revel6 diferencias por efecto por tiempo (Fa7,102=11.34, p<0.0001) aunque
no por efecto de grupo (Fgue=1.271, p=0.3026) ni por interaccién grupo-tiempo

(F(17)102):0.7543, p:07398)
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Figura 33. Efectos sobre la neurotransmision DA nigroestriatal y mesocortical en
el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO. A) La infusién local de
veratridina (50 puM) aumenté la liberacion de DA extracelular en CPu, sin
diferencias significativas entre grupos. B) La infusién local de nomifensina (1-10
uM) aumenté de manera dosis-dependiente la concentracién extracelular de DA
estriatal, con un efecto mayor en el grupo IND-1415-ASO que en los controles. C) La
infusién local de anfetamina (1-10 uM) aumenté de manera dosis-dependiente la
concentracién extracelular de DA estriatal, con niveles mayores en el grupo IND-
1415-ASO que en los controles. D) La infusién local de veratridina (50 uM) aument6
la liberacion de DA extracelular en mPFC, sin diferencias entre ambos grupos. B)
La infusidn local de nomifensina (10-50 pM) aumentd de manera dosis-dependiente
la concentracién extracelular de DA cortical en el grupo control y el tratado con
IND-1415-AS0, sin diferencias entre ambos. C) La infusién local de anfetamina (10-
100 pM) aumenté de manera dosis-dependiente la concentracién extracelular de
DA cortical en el grupo control y en el tratado con IND-1415-ASO, sin diferencias
grupos. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo. **p<0.01,

***p<0.001 vs grupo inyectado con vehiculo.

En cada experimento de microdidlisis también se cuantificé simultdineamente el
metabolito de DA, DOPAC, en cada una de las fracciones dializadas. La concentracion
basal de DOPAC extracelular en mPFC y CPu no mostrd diferencias entre los grupos
inyectados con vehiculo ni con IND-1415-ASO en ninguna de las condiciones empleadas
(Tabla 9). El test t de Student no revel6 diferencias estadisticas en la mPFC (LCR: t=1.388,
P=0.2026; LCR+DMSO: 1=0.3778, p=0.7154) ni el CPu (LCR: =1.292, p=0.2323; LCR+DMSO:

t=0.5803, p=0.5777).
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Tabla 9. Niveles basales de DOPAC extracelular en mPFC y CPu evaluados por

microdialisis intracerebral en el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO

DOPAC BASAL DOPAC BASAL
GRUPO CONDICIONES
(MPFC) (CPv)
B LCR 0.29 + 0.08 (n=5) 1.44 £ 0.45 (n=5)
Vehiculo
LCR + DMSO 1% 0.14 £ 0.02 (n=5) 1.95+ 0.36 (n=5)
LCR 0.17 £ 0.04 (n=5) 0.82 £ 0.18 (n=5)
IND-1415-ASO
LCR + DMSO 1% 0.17 £0.07 (n=5) 2.29 +0.47 (n=5)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DOPAC por fraccién dializada de 20 min. La n indica el nimero de ratones

utilizados en cada caso.

En CPu, la infusién de veratridina (50 pM) provocé una disminucién de los niveles de
DOPAC similar en el grupo control (~60%) y en el grupo IND-1415-ASO (~78%), respecto a
los niveles basales (Figura 34A); el ANOVA de 2 vias junto al test post hoc de Bonferroni
mostré diferencias por efecto de tiempo (F,14=8.336, p=0.0041) pero no por efecto grupo
(Fa,7=0.2520, p=0.6311) ni por interaccidn grupo-tiempo (Fp14=1.407, p=0.2774). La
infusién de nomifensina (1-10 uM) no provoc una respuesta dosis-dependiente en los
niveles de DOPAC, ni en el grupo control (76-76%) ni en el IND-1415-ASO (76-77%) (Figura
34B); el ANOVA de 2 vias mostrd un efecto de tiempo (Fp,12=4.956, p=0.0270) pero no
efecto grupo (Fa,=0.0976, p=0.7653) ni interaccién grupo-tiempo (F,12=0.0637, p=0.9386).
Igualmente, la infusién de anfetamina (1-10 uM) tampoco condujo a una respuesta dosis-
dependiente de los niveles de DOPAC respecto a los basales, ni en el grupo control (97-
96%) ni en el tratado con IND-1415-AS0 (69-81%) (Figura 34C); el test ANOVA de 2 vias no
mostré diferencias estadisticas por efecto de grupo (Fu,7=0.7661, p=0.4104), por tiempo

(F,19=0.9720, p=0.4024) ni por interaccién grupo-tiempo (Fp,14=0.6769, p=0.5241).

En la mPFC, la infusién de veratridina (50 uM) provocé una disminucién de los niveles de
DOPAC similar en el grupo control (~90%) y en el grupo IND-1415-ASO (~87%), respecto a
los niveles basales (Figura 34D); el ANOVA de 2 vias no mostré diferencias por efecto
grupo (Fu,7=0.0063, p=0.9389), por efecto tiempo (F14=3.254, p=0.0691) ni por interaccidn
grupo-tiempo (F(,14=0.0452, p=0.9560). La infusién de nomifensina (10-50 uM) no provocd
una respuesta dosis-dependiente en los niveles de DOPAC, ni en el grupo control (66-69%)
ni en el IND-1415-ASO (94-54%) (Figura 34E); el ANOVA de 2 vias no mostré diferencias

por efecto de grupo (Fq,=0.3590, p=0.5656), por efecto de tiempo (F,16=3.583, p=0.0518) ni
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interaccién grupo-tiempo (Fp,16=0.2566, p=1.483). Igualmente, la infusién de anfetamina
(10-100 uM) no condujo a una respuesta dosis dependientes de los niveles de DOPAC
respecto a los basales, ni en el grupo control (69-74%) ni en el tratado con IND-1415-ASO
(92-91%) (Figura 34F); el test ANOVA de 2 vias no mostré diferencias estadisticas por
efecto de grupo (Fu,=0.5739, p=0.4704), por tiempo (Fp,:16=1.390, p=0.2776) ni por

interaccion grupo-tiempo (F2,16=1.099, p=0.3571).
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Figura 34. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu y mPFC en el modelo IND-
1415-AS0. Las graficas muestran los niveles de DOPAC representados como area
bajo la curva. A,B,C) La infusién en CPu de veratridina (50 uM), nomifensina (1-10
uM) o anfetamina (1-10 uM), respectivamente, no mostré diferencias entre ratones
administrados con IND-1415-ASO y vehiculo en los niveles de DOPAC extracelular.
D,E,F) La infusion en mPFC de veratridina (50 uM), nomifensina (10-50 uM) o
anfetamina (10-100 pM), respectivamente, no mostr6é diferencias entre ambos
grupos en los niveles de DOPAC extracelular. Los valores representan la media +

SEM, n=5-6 ratones/grupo.
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D. ESTUDIO PILOTO: REDUCCION SOSTENIDA DE
LA EXPRESION DE y-SINUCLEINA EN LOS NUCLEOS
MONOAMINERGICOS POR LA ADMINISTRACION
INTRACEREBROVENTRICULAR DE IND-1415-ASO

Después de la caracterizacién del efecto de la reduccién de y-Syn sobre la
neurotransmision DA inducida por la aplicacién local de IND-1415-ASO en la SNc/VTA,
decidimos llevar a cabo un experimento piloto de silenciamiento sostenido de y-Syn en los
nudcleos monoaminérgicos, para analizar en estudios futuros sus consecuencias sobre la

neurotransmisién monoaminérgica (DA, 5-HT y NA) y el comportamiento.

Para ello, dos grupos de ratones fueron implantados con minibombas osméticas para la
administracién por via intracerebroventricular de IND-1415-ASO a una dosis de 60 ug por
dia durante de 7 y 14 dias, respectivamente. Los ratones fueron sacrificados 24 h después
de finalizar el tratamiento y se evalu6 el perfil de expresion de y-Syn en los tres nucleos
monoaminérgicos, SNc¢/VTA, DR y LC. Mediante ISH, detectamos una reduccién
significativa de la expresién del transcrito de y-Syn en las diferentes dreas cerebrales
comparadas con el grupo control tratado con vehiculo (Figura 35A). En los dos tiempos de

tratamiento, los niveles de expresién de y-Syn en estas dreas fueron los siguientes:

- SNc/VTA: 78.4 + 3.6% (7 dias) y 74.2 + 3.9% (14 dias), respecto al grupo control
(Figura 35B). El andlisis ANOVA de 1 via muestra diferencias estadisticas por
efecto de grupo (F(,15=31.96, p<0.0001), con una reduccién significativa en los
grupos de 7 dias (p<0.0001) y 14 dias (p<0.0001), respecto al grupo control; no se
detectaron diferencias entre ambos grupos administrados con IND-1415-ASO

(p=0.5694).

- DR: 59.8 + 10.74% (7 dias) y 78.3 + 8.7% (14 dias), en comparacién con el grupo
control (Figura 35C). El ANOVA de 1 via muestra diferencias por efecto de grupo
(F,18=5.374, p=0.0148), con una reduccidn significativa de los grupos de 7 dias
(p=0.0174) y 14 dias (p=0.0206), respecto al grupo control; no se detectaron

diferencias estadisticas entre ambos grupos tratados con IND-1415-ASO (p=0.2277).



- LC:79.3 +2.5% (7 dias) y 86.5 + 3.4% (14 dias), respecto al grupo control (Figura
35D). El andlisis ANOVA mostré diferencias estadisticas por efecto de grupo
(F,18=23.10, p<0.0001), con una reduccion significativa de los grupos de 7 dias
(p=0.0003) y 14 dias (p=0.0119), comparados con el grupo control; no se detectaron

diferencias entre ambos grupos tratados con IND-1415-ASO (p=0.1554).

Adicionalmente, analizamos estadisticamente los niveles de expresién de y-Syn en los dos
grupos de ratones administrados con IND-1415-ASO durante 7 y 14 dias, comparando las
diferentes areas evaluadas. El andlisis ANOVA de 2 vias seguido del test post-hoc de Tukey
reveld diferencias estadisticas por efecto de drea (F(224=4.695, p=0.0182) pero no por efecto
de tratamiento (F,2¢=2.075, p=0.0602) ni por interaccién drea-tratamiento (Fp 16=3.193,
p=0.0575). En el grupo con 7 dias de tratamiento, el test de multiples comparaciones de
Tukey revel6 diferencias entre SN¢/VTA y DR (p=0.0163) y entre DR y LC (p=0.0117), pero
no entre SNc/VTA y LC (p=0.9882). En el grupo administrado durante 14 dias, el test de
multiples comparaciones no revelé diferencias entre SN¢/VTA y DR (p=0.7997), DR y LC
(p=0.4349) ni SNc¢/VTA y LC (p=0.1615).
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Figura 35. Silenciamiento de y-Syn en los nicleos monoaminérgicos por la
administracion intracerebroventricular de IND-1415-ASO0. A) Autorradiografia de
secciones coronales de cerebro de ratén mostrando la reducciéon del nivel de
transcrito de y-Syn en SNc¢/VTA, DR y LC de ratones administrados con IND-1415-
ASO durante 7 y 14 dias, evaluada mediante ISH. Escala: 1 mm. B,C,D)
Cuantificacién densitométrica de la expresiéon del transcrito de y-Syn en SNc¢/VTA,
DR y LC, respectivamente. Las barras muestran una reduccidn significativa de los
niveles de expresién de y-Syn en los ratones tratados con IND-1415-ASO, en
comparacién con el grupo inyectado con vehiculo. Los valores representan la
media + SEM, n=5-6 ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.01 vs ratones inyectados con

vehiculo.

Ademas, y para comprobar la especificidad del silenciamiento sostenido, en los ratones
administrados con IND-1415-ASO también evaluamos la expresién de los transcritos de a-

Syn y 3-Syn en los tres nicleos monoaminérgicos.

Mediante ISH no se observaron cambios en la expresiéon del mRNA de a-Syn en ninguna
de las dreas evaluadas en ninguno de los grupos administrados con IND-1415-ASO. Los
niveles de expresién en cada grupo tratado con IND-1415-ASO fueron los siguientes:
SN¢/VTA, 96.0 + 6.9% (7 dias) y 105.2 + 6.8% (14 dias); DR, 88.5 + 18.9% (7 dfas) y 119.5 +
20.3% (14 dias); LC, 102.0 +£ 7.9% (7 dias) y 75.1 + 13.7% (14 dias), respecto al grupo control
(Figura 36A). El andlisis ANOVA de 1 via no mostr¢ diferencias estadisticas en ninguna de
las 4reas, comparando los ratones administrados con IND-1415-ASO y con vehiculo

(SNc/VTA, F15=0.8260, p=0.4537; DR, F15=1.034, p=0.3756; LC, F215=1.019, p=0.3810).

Por otro lado, evaluando la expresion del transcrito de 3-Syn, no observamos cambios en
ninguna de las dreas en el grupo administrado con IND-1415-ASO durante 7 dias, en
comparacién con el grupo control, pero si detectamos un aumento significativo de la
expresion de B-Syn en las tres dreas del grupo administrado durante 14 dias. Los niveles de
expresion de B-Syn en ambos grupos fueron los siguientes: SNc/VTA, 116.3 +10.1% (7 dias)
y 164.3 + 14.0% (14 dias); DR, 91.1 + 9.1% (7 dias) y 140.4 + 13.0% (14 dias); L.C, 103.6 + 6.1%
(7 dias) y 120.1 + 7.2% (14 dias), respecto al grupo control (Figura 36B). El ANOVA de 1 via
mostré diferencias estadisticas por efecto de grupo en las areas evaluadas (SNc/VTA,
F2,18=13.37, p=0.0003; DR, F(y,15=7.766, p=0.0037; LC, F¢,15=5.006, p=0.0187); mediante las

comparaciones multiples se observan diferencias significativas entre el grupo tratado
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durante 14 dias y al grupo control (SNc¢/VTA: p=0.0002; DR: p=0.0058; LC: p=0.0156), pero
no entre el grupo tratado durante 7 dias y el grupo control (SNc/VTA: p=0.3689; DR:
p=0.7331; LC: p=0.8263).
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Figura 36. Expresion de a- y B-Syn en los niicleos monoaminérgicos tras la
administracion intracerebroventricular de IND-1415-ASO. Cuantificacién
densitométrica de la expresion del transcrito de a-Syn (A) y B-Syn (B) en SNc/VTA,
DR y LC de ratones administrados con el IND-1415-ASO durante 7 y 14 dias. Las
barras muestran un aumento significativo de los niveles de expresién de 3-Syn en
los ratones tratados con IND-1415-ASO durante 14 dias, en comparacién con los
ratones control. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs ratones inyectados con vehiculo.
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TRABAJO 2
MODELOS MURINOS TRANSGENICOS
aSYN*A30P*A53T Y LRRK2*G2019S

1. CARACTERIZACION DEL MODELO MURINO

TRANSGENICO aSYN*A30P*A53T

En primer lugar, se evalué el nivel de expresién de ambas formas de a-Syn, murina y
humana, en ratones aSyn*A30P*A53T de 4 a 5 meses de edad, asi como las posibles
alteraciones conductuales y la neurotransmisién DA en comparacién con los respectivos

grupos control.

A. PERFIL DE EXPRESION DE a-SYN ENDOGENA Y
HUMANA Y DE y-SYN

Inicialmente, se examiné el patron de expresion de la a-Syn murina en diferentes areas
cerebrales de los ratones transgénicos y los controles. Mediante ISH se detectaron los
siguientes niveles de expresion del mRNA de a-Syn enddgena en los ratones
aSyn*A30P*A53T: mPFC, 95.2 + 13.9%; CPu, 102.8 £ 14.8%; HPC, 111.9 + 13.1%; SNc/VTA,
80.3 + 14.5%; DR, 101.1 + 10.9%; LC, 87.5 + 9.1%, en comparacién con los niveles de
expresion en los ratones controles (Figura 37). El analisis t de Student no mostrd
diferencias estadisticas en ninguna de las areas analizadas, comparando los ratones
transgénicos y los WT (mPFC: t=0.3479, p=0.7359; CPu: t=0.1914, p=0.8525; HPC: t=0.9118,

p=0.3856; SN¢/VTA: =1.379, p=0.2013; DR: t=0.1047, p=0.9189; LC: t=1.383, p=0.2001).
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Figura 37. Expresion de la a-Syn endégena en el modelo murino
aSyn*A30P*A53T. Autorradiografias de secciones coronales de cerebro de ratén
mostrando la expresién de la a-Syn murina en mPFC (A), CPu (B), HPC (C),
SNc/VTA (D), DR (E) y LC (F). Escala: 1 mm. Las cuantificaciones densitométricas
no muestran diferencias en los niveles de expresién de a-Syn murina en los ratones
aSyn*A30P*A53T en comparaciéon con el grupo WT. Los valores representan la

media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.
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Ademas, también se examiné el patrén de expresion de la forma humana de a-Syn, (h)-a-
Syn, en cortes coronales consecutivos de los ratones aSyn*A30P*A53T y WT, mediante ISH

(Figura 21).

WT aSyn*A30P*A53T

Figura 38. Expresion de (h)-a-Syn en el modelo murino aSyn*A30P*A53T.
Autorradiografias de secciones coronales de cerebro de ratén mostrando la
expresion de la (h)-a-Syn en mPFC (A), CPu (B), HPC (C), SNc¢/VTA (D), DR (E) y LC
(F). Solo se detectd expresion de (h)-a-Syn en SNc¢/VTA y LC de los ratones
aSyn*A30P*A53T. Escala: 1 mm. Los valores representan la media + SEM, n=5-6

ratones/grupo.



Considerando que la expresion del transgén se encuentra bajo el control del promotor de
tirosina-hidroxilasa (TH), s6lo se ha detectado la expresién del mRNA de la (h)-a-Syn en la
SNc/VTA y el LC de los ratones aSyn*A30P*A53T, mientras que no se ha observado en los
ratones WT. Ademas, comparando la expresién de la a-Syn murina endégena y la (h)-a-
Syn transgénica en estas areas de ratones aSyn*A30P*A53T se ha detectado un nivel de
expresion de (h)-a-Syn entre 3 y 4 veces mayor a la de la forma endégena. Los niveles
cuantificados fueron del 316.9 + 20.6% en SNc/VTA y del 377.6 + 23.3% en LC, en relacién a
la forma murina de a-Syn (Figura 39). El andlisis ¢t de Student mostré diferencias
significativas entre la expresiéon de ambas formas en las dos dreas analizadas (SNc/VTA:

£=10.52, p<0.0001; LC: t=11.91, p<0.0001).
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Figura 39. Expresion de las formas enddgena y transgénica de a-Syn en el
modelo aSyn*A30P*A53T. Autorradiografias de secciones coronales de cerebro de
ratén mostrando la expresion de la a-Syn murina y humana en la SN¢/VTA (A) y LC
(B). Escala: 1 mm. Las cuantificaciones densitométricas muestran un nivel de
expresion de la forma (h)-a-Syn 3-4 veces mayor a la forma murina en las dos areas

analizadas. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.

***p<0.001 vs expresién de a-Syn murina.

Ademas, también evaluamos los niveles de expresién de y-Syn en SN¢/VTA y LC de los
ratones aSyn*A30P*A53T, mediante ISH. La Figura 40 muestra una menor expresién del
mRNA de y-Syn en ambas areas de los ratones transgénicos, del 80.5 + 5.1% y 75.1 + 8.7%
en SNc/VTA y LC, en comparacién con los ratones WT. El andlisis t de Student mostré una
diferencia significativa entre ambos grupos en las dos dreas analizadas (SNc/VTA: t=3.821,

p=0.0051; LC: t=2.850, p=0.0247).
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Figura 40. Expresion de la y-Syn enddgena en el modelo murino
aSyn*A30P*A53T. Autorradiografias de secciones coronales de cerebro de ratén
mostrando la expresién de la y-Syn endégena en SNc/VTA (A) y LC (B). Escala: 1
mm. Las cuantificaciones densitométricas muestran una menor expresiéon del
transcrito de y-Syn en ambas dreas. Los valores representan la media + SEM, n=5-6

ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.001 vs ratones WT.

Por otro lado, también evaluamos la cantidad de células TH* en la SN¢/VTA de los ratones
aSyn*A30P*A53T. Mediante IHC no detectamos cambios significativos en la cantidad de
células en los ratones transgénicos, con una cantidad media de 95.3 + 11.1% en relacidn al
grupo WT (Figura 41). El analisis t de Student no reveld diferencias estadisticas entre

ambos grupos (t=0.4253, p=0.6855).
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Figura 41. Cantidad de células TH* en la SNc¢/VTA del modelo murino
aSyn*A30P*A53T. No se detectaron diferencias significativas entre el grupo

transgénico y el WT. Los valores representan la media + SEM, n=>5 ratones/grupo.



B. EVALUACION DE LA NEUROTRANSMISION DA
EN EL MODELO MURINO aSYN*A30P*A53T

Para evaluar si los ratones con la forma mutada *A30P*AS3T de (h)-a-Syn presentan
alteraciones en la neurotransmision DA nigroestriatal se llevaron a cabo distintos
experimentos de microdialisis intracerebral en libre movimiento. La concentracién basal
de DA extracelular en CPu no mostré diferencias entre los grupos WT y aSyn*A30P*A53T
en ninguna de las condiciones utilizadas (Tabla 10). El andlisis t de Student no mostré

diferencias estadisticas con LCR (#=0.3495, p=0.7357) ni LCR + DMSO (t=1.526, p=0.1530).

Tabla 10. Niveles basales de DA extracelular en CPu evaluados por microdidlisis

intracerebral en el modelo transgénico aSyn*A30P*A53T.

LCR 2.9 +0.1 (n=6)
WT
L.CR + DMSO 1% 5.0 + 1.4 (n=6)
LCR 3.1+ 0.6 (n=6)
aSyn*A30P*A53T
L.CR + DMSO 1% 4.0 + 1.6 (n=6)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DA por fraccién dializada de 20 min. La n indica el numero de ratones utilizados en

cada caso.

La infusidén local de veratridina (50 uM) aumento la liberacién de DA estriatal en ambos
grupos. Sin embargo, este incremento fue significativamente menor en los ratones
aSyn*A30P*A53T (~3870%) en comparacion con los ratones WT (~7888%) (Figura 42A). El
ANOVA de 2 vias seguido del test post hoc de Bonferroni mostré un efecto de tiempo
(Fas,135=30.57, p<0.0001) y de interaccién interaccién grupo-tiempo (Fs35=3.695,

P<0.0001), pero no efecto de grupo (efecto marginal, F(; 0=3.539, p=0.0926).

Ademas, la administracion local de nomifensina (1-10 pM) por didlisis reversa aument6 de
manera dosis-dependiente la concentracién extracelular de DA en el CPu de ambos
grupos. Estos aumentos fueron similares en los dos grupos de ratones, alcanzando un
méaximo en el nivel extracelular de DA de ~202% y ~218% en los ratones WT y

transgénicos, respectivamente (Figura 42B). El andlisis ANOVA de 2 vias revel6 un efecto



significativo de tiempo (F7,102=4.588, p<0.0001), pero no de grupo (Fu,=0.0009, p=0.9774)

ni de interaccién grupo-tiempo (F7,102=0.4733, p=0.9596).

Por ultimo, la administracién local de anfetamina (1-10 uM) aumenté de modo dosis-
dependiente la concentracién extracelular de DA en el CPu en ambos grupos de ratones. El
aumento en el grupo WT alcanzé un nivel maximo de DA extracelular del ~293% respecto
a los valores basales, mientras que el nivel maximo en los ratones aSyn*A30P*A53T fue del
~1003% respecto al nivel basal (Figura 42C). El analisis ANOVA de 2 vias mostrd
diferencias por efecto de tiempo (F7,119=7.071, p<0.0001) y por interaccidén grupo-tiempo

(F7,119=3.194, p=0.0001), pero no por efecto de grupo (Fq,7=2.638, p=0.1483).

>
(v

120001 5001 20001 i
B CPu } B CPu Nomifensine £ CPu 1Amh:hetar:||0neM
E 10000 Veratridine 50 uM E i 1M 10 M E n n
8 2 — 8 1500
5 80004 s =
! 6000+ i 2 = 1000+
S 40001 3 3
g ] T 5001
S 2000 s 8
& & &
0- T 0 T TTTTTTT
2 A 0 1 2 3 2 -1 0 1 2 3 4 2 1 0 1 2 3 4
Time (h) Time (h) Time (h)

4~ Vehicle & aSyn*A30P*A53T

Figura 42. Efectos sobre la neurotransmision DA nigroestriatal en el modelo
aSyn*A30P*A53T. A) La infusién local de veratridina (50 uM) aumentd la
liberacién de DA extracelular en el CPu, con efectos menos pronunciados en el
grupo aSyn*A30P*A53T que en los WT. B) La infusién local de nomifensina (1-10
uM) aumenté de manera dosis-dependiente la concentracion extracelular de DA
estriatal, sin diferencias significativas entre ambos grupos. C) La infusién local de
anfetamina (1-10 uM) aument6 de manera dosis-dependiente la concentracién
extracelular de DA estriatal, con un efecto significativamente mayor en el grupo
aSyn*A30P*A53T comparado con los ratones WT. Los valores representan la media

+ SEM, n=5-6 ratones/grupo. ***p<0.001 vs grupo WT.

Adicionalmente, también medimos la concentracién del metabolito DOPAC de cada
fraccién dializada. La concentracién basal de DOPAC extracelular en CPu no mostrd
diferencias significativas entre ambos grupos en ninguna de las condiciones empleadas
(Tabla 11), tal como revela el analisis t de Student (LCR: +=1.106, p=0.2973; LCR+DMSO:

t=0.4453, p=0.6666).
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Tabla 11. Niveles basales de DOPAC extracelular en CPu evaluados por

microdialisis intracerebral en el modelo transgénico aSyn*A30P*A53T.

GRUPO CONDICIONES DOPAC BASAL (CPU) ‘
LCR 1.23 +0.15 (n=6)
WT
LCR + DMSO 1% 2.53 £ 0.92 (n=6)
LCR 0.95 + 0.22 (n=6)
aSyn*A30P*A53T
LCR + DMSO 1% 2.04 + 0.46 (n=6)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DOPAC por fraccién dializada de 20 min. La n indica el nimero de ratones

utilizados en cada caso.

La infusién de veratridina (50 pM) provocé una disminuciéon de los niveles de DOPAC
similar en el grupo WT (~79%) y en el grupo aSyn*A30P*A53T (~63%), respecto a los
niveles basales (Figura 43A); el ANOVA de 2 vias junto al test post hoc de Bonferroni no
mostré diferencias por efecto de grupo (F,»5=0.7963, p=0.3807), por tiempo (F,25=2.606,
p=0.0938) ni por interaccién grupo-tiempo (Fp:5=0.7122, p=0.5003). La infusién de
nomifensina (1-10 uM) no provocd una respuesta dosis-dependiente en los niveles de
DOPAC, ni en los ratones WT (66-54%) ni en los transgénicos (78-72%) (Figura 43B); el
test ANOVA de 2 vias mostré un efecto de tiempo (F,15=13.94, p=0.0002) pero no efecto
grupo (Fa,=1.001, p=0.3433) ni interaccidon grupo-tiempo (F(,15=0.9466, p=0.4065).
Igualmente, la infusién de anfetamina (1-10 uM) no condujo a una respuesta dosis-
dependiente de los niveles de DOPAC respecto a los basales, ni en el grupo control (74-
77%) ni en el aSyn*A30P*A53T (93-81%) (Figura 43C); el ANOVA de 2 vias no mostré
diferencias por efecto de grupo (Fu.»5=0.7875, p=0.3833), por tiempo (Fp5=2.373,

p=0.1138) ni por interaccién grupo-tiempo (F(,»5=0.5214, p=0.6000).
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Figura 43. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu en el modelo
aSyn*A30P*A53T. Las graficas muestran los niveles de DOPAC representados
como area bajo la curva. La infusién en CPu de veratridina 50 pM (A), nomifensina
1-10 uM (B) o anfetamina 1-10 uM (C) no mostr¢ diferencias entre ambos grupos en
los niveles de DOPAC extracelular. Los valores representan la media + SEM, n=5-6

ratones/grupo.

C. CARACTERIZACION CONDUCTUAL
DEL MODELO MURINO aSYN*A30P*A53T

Para examinar si la mutacion *A30P*A53T de la proteina (h)-a-Syn se asocia con cambios
conductuales, hemos evaluado las funciones motora y cognitivo-emocional utilizando una

serie de pruebas comportamentales.

En primer lugar, examinamos la actividad motora en el test de campo abierto. La Figura
44A muestra que los ratones transgénicos tienen una menor actividad locomotora,
significativamente diferente comparada con el grupo WT. Detectamos una disminucién
significativa en la distancia total recorrida del 68.8 + 9.7% respecto a los ratones control,
con un tiempo de reposo significativamente mayor (178.6 + 28.2%). Ademds, los ratones
transgénicos presentaron reducciones significativas en variables como la velocidad media
del movimiento (77.3 + 7.3%) y la duracién de los movimientos rapidos (59.5 + 15.1%), pero
no se detectaron cambios en la duracion de los movimientos lentos (92.9 + 4.4%), en
comparacioén con los ratones WT. El andlisis t de Student mostré diferencias estadisticas
entre los ratones transgénicos y los WT en la distancia total recorrida (t=3.199, p=0.0035),
tiempo de reposo (t=2.785, p=0.0097), velocidad media del movimiento (t=3.105, p=0.0044)
y duracién de los movimientos rapidos (=2.675, p=0.0125), pero no en la duracién de los

movimientos lentos (=1.618, p=0.1173).

Ademas, para comprobar si los ratones aSyn*A30P*A53T presentan una asimetria motora,
se llevo a cabo la prueba del cilindro. No detectamos diferencias significativas entre los
grupos aSyn*A30P*A53T y WT en cuanto al uso de la pata izquierda respecto al total

(Figura 44B), como revel¢ el test t de Student (=0.5610, p=0.5798).
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Figura 44. Alteraciones motoras en el modelo aSyn*A30P*A53T. A) Test de campo
abierto. Los ratones muestran una menor actividad locomotora, midiendo la
distancia total recorrida, tiempo de reposo, velocidad media y duracién de los
movimientos rapidos, pero no presentan diferencias en la duracién de los
movimientos lentos. B) Test del cilindro. No se detectan diferencias en el uso de la
pata delantera izquierda en los ratones aSyn*A30P*A53T. Los valores representan
la media + SEM, n=10-15 ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.01 vs grupo inyectado con

vehiculo.

A continuacién, evaluamos el comportamiento de tipo ansioso en ambos grupos de
ratones mediante el test de la caja de luz/oscuridad. La Figura 45A muestra que los
ratones aSyn*A30P*A53T pasaron un tiempo significativamente menor en la cdmara
iluminada (69.0 £ 14.3%) respecto a los ratones WT. En otras variables evaluadas no se
detectaron diferencias entre ambos grupos; en los ratones aSyn*A30P*AS53T la latencia
hasta el primer cruce fue 106.0 + 24.2%, y el nimero de entradas en la camara iluminada
76.5 + 14.8%, en relacién al grupo WT. El andlisis ¢t de Student revel6é diferencias
significativas entre ambos grupos en el tiempo transcurrido en la camara iluminada
(t=2.162, p=0.0404), pero no en la latencia hasta el primer cruce (t=0.2471, p=0.8068) ni en

el nimero de entradas (=1.591, p=0.1242).

Ademas, también examinamos el fenotipo depresivo mediante el test de suspension por
la cola. La Figura 45B muestra que los ratones transgénicos presentaron un tiempo de
inmovilidad del 91.3 £ 5.9% en relacién con los ratones WT. El andlisis t de Student no

muestra diferencias significativas entre ambos grupos (t=1.474, p=0.1536).



Por ultimo, utilizamos el test de reconocimiento de objetos novedosos para evaluar la
memoria a corto plazo en los ratones aSyn*A30P*A53T, midiendo el tiempo de exploracién
de ambos objetos. Durante el pre-test, ambos grupos mostraron una preferencia similar
por los mismos objetos. En la Figura 45C se muestra que los dos grupos exploraron el
objeto novedoso durante un tiempo significativamente mayor (WT: 944.5 + 191.8%;
aSyn*A30P*A53T: 1016.2 + 168.7%), en comparacién con el tiempo de exploracién del
objeto familiar; el test ANOVA de 2 vias muestra diferencias estadisticas por efecto de
objeto (F,s50=48.31, p<0.001), pero no por efecto de grupo (F,s0=0.8320, p=0.3654) ni por
interaccién grupo-objeto (F(,509=0.6327, p=0.4295). Ademads, los ratones aSyn*A30P*A53T
mostraron un indice de discriminacién del objeto novedoso del 128.1 + 16.5% respecto al
grupo WT, y mediante el test ¢t de Student no se detectan diferencias significativas entre

ambos grupos (=1.699, p=0.1017).
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Figura 45. Alteraciones cognitivo-emocionales en el modelo aSyn*A30P*A53T. A)
Test de la caja de luz/oscuridad. Los ratones transgénicos pasaron un menor
tiempo en la camara iluminada en comparacién con el grupo WT, pero no
mostraron diferencias en la latencia de entrada ni el nimero de entradas. B) Test
de suspensidn por la cola. No se detectaron diferencias en el tiempo de inmovilidad
entre ambos grupos de ratones. C) Test de reconocimiento de objetos novedosos.
Ambos grupos de ratones mostraron una mayor preferencia por el objeto novedoso
con tiempos de exploracién similares, y no se detectaron diferencias entre ambos
grupos en el indice de discriminacién entre objetos. F = Objeto familiar, N = Objeto
novedoso. Los valores representan la media + SEM, n=10-15 ratones/grupo.

*p<0.05, **p<0.01 vs grupo WT; ~~~p<0.001 vs objeto familiar.
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2. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION
INTRACEREBROVENTRICULAR DE IND-1233-

ASO CONTRA a-SINUCLEINA EN EL MODELO
aSyn*A30P*A53T

Una vez caracterizado el modelo transgénico aSyn*A30P*A53T desde un punto de vista
histoldgico, neuroquimico y conductual, evaluamos la eficacia del tratamiento con IND-
1233-ASO para reducir la expresion de la forma mutada *A30P*A53T de (h)-a-Syn.
Previamente, la molécula IND-1233-ASO fue evaluada en ratones normales y en monos
Rhesus envejecidos, y en ambos modelos animales esta secuencia fue eficaz para silenciar
la expresion de a-Syn selectivamente en las neuronas monoaminérgicas (Alarcon-Aris et
al., 2018; 2020 en revisién). La secuencia del oligonucleétido 1233-ASO fue disefiada de tal
modo que muestra homologia para el mRNA de a-Syn de ratén, rata, mono y humano
(Alarcon-Aris et al., 2018). Por lo tanto, para evaluar la eficacia de IND-1233-ASO en el
modelo aSyn*A30P*A53T, dos grupos de ratones transgénicos fueron administrados
aleatoriamente con LCR o con IND-1233-ASO (100 pg/dia) en el ventriculo lateral durante
28 dias utilizando minibombas osméticas. Al finalizar el tratamiento se evalud la eficacia

de reduccion de la expresion de (h)-a-Syn, la funcién DA y el fenotipo conductual.

A. REDUCCION DE LA EXPRESION DE LA FORMA
HUMANA DE a-SINUCLEINA EN EL MODELO
aSYN*A30P*A53T INDUCIDA POR IND-1233-AS0O

El tratamiento con IND-1233-ASO (100 pg/dia) durante 28 dias redujo significativamente la
expresion del mRNA de (h)-a-Syn en SNc¢/VTA de los ratones aSyn*A30P*A53T en
comparacién comparado con el grupo de ratones transgénicos que recibié vehiculo
(Figura 46A). La disminucién de los niveles del mRNA de (h)-a-Syn en SN¢/VTA fue de 61.2
+ 1.8%, pero no se detectaron cambios en la expresion de a-Syn endégena en SNc/VTA,

que tuvo niveles del 134.1 + 12.8% respecto al grupo administrado con vehiculo (Figura

[145]



46C). El analisis ANOVA de 2 vias seguido del test post-hoc de Tukey revel6 diferencias
significativas por efecto de tratamiento (F,12=10.16, p=0.0078), por efecto de ortélogo de
a-Syn (Faq,12=98.66, p<0.0001) y por interaccién tratamiento-ortélogo (Fa,12=31.78,
p=0.0001). Ademas, las comparaciones multiples revelaron diferencias en la expresién de
(h)-a-Syn entre los grupos tratados con vehiculo y con IND-1233-ASO (p=0.0002), pero no

en la expresion de a-Syn murina entre ambos grupos (p=0.3501).

De modo similar, el tratamiento con IND-1233-ASO también redujo significativamente la
expresiéon de (h)-a-Syn en LC de los ratones aSyn*A30P*A53T, en comparacién con
aquellos administrados con vehiculo (Figura 46B). La disminucién del mRNA de (h)-a-Syn
fue de 76.5 + 7.1%, pero tampoco se detectaron cambios en el mRNA de la a-Syn endégena
en LC, con niveles del 126.7 + 8.5% (Figura 46D). El andlisis ANOVA de 2 vias reveld
diferencias significativas por efecto de ortélogo de a-Syn (Fu,12=141.8, p<0.0001) y por
interaccién tratamiento-ortélogo (Fa19=9.769, p=0.0088), pero no por efecto de
tratamiento (F,12=2.815, p=0.1192). Las comparaciones multiples revelaron diferencias en
la expresiéon de (h)-a-Syn entre los grupos tratados con vehiculo y con IND-1233-ASO

(p=0.0237), pero no en la expresién de a-Syn murina entre ambos grupos (p=0.7392).
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Figura 46. Efectos de la administracion de IND-1233-ASO en el modelo
aSyn*A30P*A53T. A,B) Autorradiografias de secciones coronales de cerebro de
ratén mostrando la expresién de la a-Syn murina y la humana mutada en la
SNc/VTA y LC, respectivamente, de grupos de ratones aSyn*A30P*A53T tratados
con vehiculo y con IND-ASO-1233. Escala: 1 mm. C,D) Cuantificaciéon
densitométrica en la SNc/VTA y el LC, respectivamente. Las barras muestran una
reduccidn significativa en la expresiéon de (h)-a-Syn tras el tratamiento, pero no
muestran cambios en la expresién de la forma enddgena de a-Syn, en comparacién
con el grupo tratado con vehiculo. Los valores representan la media + SEM, n=5-6
ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.01 vs expresioén de (m)-a-Syn en grupo LCR, ~p<0.05,

~~p<0.01 vs expresion de (h)-a-Syn en grupo administrado con vehiculo.

El andlisis de la proteina (h)-a-Syn sélo se llevé a cabo en la SNc¢/VTA de los ratones
aSyn*A30P*A53T tratados con vehiculo o IND-1233-ASO mediante IHC, utilizando un
anticuerpo especifico para (h)-a-Syn (Figura 47A). En los ratones transgénicos tratados
con IND-1233-ASO se apreci6é una reduccién del nimero de células positivas para (h)-a-
Syn, de 84.2 + 5.2% en comparacién con los ratones administrados con vehiculo (Figura
47B); mediante el test t de Student se apreci6é una diferencia significativa entre ambos
grupos (t=3.035, p=0.0230). Ademas, en las células positivas para (h)-a-Syn de los ratones
tratados con IND-1233-ASO también se detecté una disminucién de la intensidad del
marcaje por IHC, de 84.3 + 2.2% en relacién al grupo administrado con vehiculo (Figura
47C); el andlisis t de Student mostré diferencias estadisticas entre ambos grupos (t=7.163,

p=0.0004).

Por otra parte, también se llevé a cabo la deteccién de las células TH* en la SNc/VTA de los
ratones aSyn*A30P*A53T tratados con IND-1233-ASO y vehiculo, mediante IHC. En este
caso, no se detectaron cambios en el numero de células TH* en los ratones
aSyn*A30P*A53T tratados con IND-1233-ASO (118.1 + 10.7%), en comparacion con el grupo
administrado con vehiculo (100.0 + 6.0%) (Figura 47D). El test ¢t de Student no mostré

diferencias significativas entre ambos grupos (=1.473, p=0.1912).
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Figura 47. Reduccién de la proteina (h)-a-Syn por la administracién de IND-
1233-ASO en el modelo aSyn*A30P*A53T. A) Iméagenes de microscopia 6ptica
mostrando la localizacién por IHC de (h)-a-Syn en la SNc¢/VTA de dos grupos de
ratones del modelo aSyn*A30P*A53T administrados con vehiculo o IND-1233-ASO.
Escala: 100 pm. B) Cuantificacién de células positivas para (h)-a-Syn en la
SNc/VTA. Las barras muestran una reduccién de las células (h)-a-Syn* en el grupo
tratado con IND-1233-ASO en comparacion con el grupo tratado con vehiculo. C)
Cuantificacién de la intensidad del marcaje por IHC contra (h)-a-Syn en la
SNc/VTA. Las barras muestran una reduccion significativa de la intensidad en el
grupo administrado con IND-1233-AS0, en relacién con el grupo administrado con
vehiculo. D) Cuantificacién de las células TH* en la SN¢/VTA de los ratones
aSyn*A30P*A53T tratados con vehiculo o IND-1233-ASO; no se detectaron
diferencias significativas entre ambos grupos. Los valores representan la media +

SEM, n=5 ratones/grupo. *p<0.05, ***p<0.001 grupo administrado con vehiculo.
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B. EL TRATAMIENTO CON IND-1233-ASO MODIFICO LA
NEUROTRANSMISION DA EN EL MODELO
aSYN*A30P*A53T

En los ratones aSyn*A30P*A53T administrados con IND-1233-ASO y vehiculo se llevaron a
cabo experimentos de microdidlisis para evaluar el efecto del tratamiento sobre la
neurotransmisiéon DA en el CPu. La concentracion basal de DA extracelular no mostré
diferencias entre ambos grupos en ninguna de las condiciones utilizadas (Tabla 12). El
andlisis t de Student no mostré diferencias estadisticas con LCR (t=0.8557, p=0.4550) ni

LCR + DMSO (£=0.0009, p=0.9932).

Tabla 12. Niveles basales de DA extracelular en CPu evaluados por microdidlisis

intracerebral en los ratones aSyn*A30P*A53T administrados con IND-1233-ASO y

vehiculo.
) LCR 2.7+ 0.3 (n=5)
Vehiculo
L.CR + DMSO 1% 4.6 + 1.6 (n=5)
LCR 3.1+0.6 (n=5)
IND-1233-ASO
L.CR + DMSO 1% 3.6+ 1.2 (n=5)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DA por fraccién dializada de 20 min. La n indica el numero de ratones utilizados en

cada caso.

La infusidén local de veratridina (50 uM) aumenté la liberacidén de DA estriatal en ambos
grupos. Este aumento fue significativamente mayor en los ratones aSyn*A30P*A53T
tratados con IND-1233-ASO (~5248%) en comparacién con el grupo tratado con vehiculo
(~2062%) (Figura 48A). El andlisis ANOVA de 2 vias seguido del test post hoc de Bonferroni
mostré diferencias por efecto de tiempo (Fss0=10.23, p<0.0001) y por interaccién grupo-

tiempo (Fas g0=2.021, p=0.0235), pero no por efecto de grupo (F,s)=2.416, p=0.1240).

Por otro lado, la administracién local de anfetamina (1-10 pM) aument6 de modo dosis-
dependiente de la concentracién extracelular de DA en el CPu. El aumento en el grupo
tratado con vehiculo alcanzé un nivel maximo del ~626% respecto a sus valores basales,
mientras que el nivel maximo en los ratones tratados con IND-1233-ASO fue del ~166%

(Figura 48B). E1 ANOVA de 2 vias revel6 diferencias entre ambos grupos por efecto de



tiempo (Fuz,68=6.225, p<0.0001) y por interaccién grupo-tiempo (Fa7,s5=3.172, p=0.0004),

pero no por efecto de grupo (F(,4=3.250, p=0.1458).
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Figura 48. Efectos de la administracion de IND-1233-ASO en la neurotransmision
DA nigroestriatal del modelo aSyn*A30P*A53T. A) La infusidén local de veratridina
(50 uM) aument? la liberacion de DA extracelular en el CPu, con efectos menos
pronunciados en los ratones tratados con IND-1233-ASO que en los que recibieron
vehiculo. B) La infusion local de anfetamina (1-10 uM) aumenté de manera dosis-
dependiente la concentraciéon extracelular de DA estriatal, con un efecto
significativamente menor en el grupo tratado con IND-1233-ASO que en el
administrado con vehiculo. Los valores representan la media + SEM, n=5
ratones/grupo. *p<0.05, ***p<0.001 vs grupo aSyn*A30P*A53T administrado con

vehiculo.

Adicionalmente, también cuantificamos la concentracion de DOPAC de cada fraccién
dializada. La concentracién basal de DOPAC extracelular en CPu no mostré diferencias
entre ambos grupos en ninguna condicién utilizada (Tabla 13), tal como revela el analisis ¢

de Student (LCR: =2.729, p=0.0525; LCR+DMSO: t=2.190, p=0.0937).

La infusién de veratridina (50 uM) no provocd una variacién significativa de los niveles de
DOPAC en ninguno de los grupos, respecto a los niveles basales (Figura 49A); el ANOVA
de 2 vias no mostré diferencias por efecto de grupo (F,4=0.0088, p=0.9300), por tiempo
(F,9=2.300, p=0.1625) ni por interaccién grupo-tiempo (Fp=0.1723, p=0.8448).
Igualmente, la infusién de anfetamina (1-10 uM) no condujo a una respuesta dosis-
dependiente de los niveles de DOPAC respecto a los basales en ninguno de los grupos
(Figura 49B); el ANOVA de 2 vias no mostré diferencias por efecto de grupo (F,4=0.3045,
p=0.6104), por tiempo (Fp5=1.816, p=0.2238) ni por interaccidén grupo-tiempo

(Fo,9=0.3978, p=0.6844).
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Tabla 13. Niveles basales de DOPAC extracelular en CPu evaluados por
microdidlisis intracerebral en los ratones aSyn*A30P*A53T administrados con IND-
1233-ASOy vehiculo

(€3:19) 0] CONDICIONES DOPAC BasAL (CPu)
i LCR 1.01 £ 0.15 (n=5)
Vehiculo
LCR + DMSO 1% 1.54 £ 0.22 (n=5)
LCR 0.39 + 0.2 (n=5)

IND-1233-ASO
LCR + DMSO 1% 0.79 + 0.16 (n=5)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DOPAC por fracciéon dializada de 20 min. La n indica el nimero de ratones

utilizados en cada caso.
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Figura 49. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu en los ratones
aSyn*A30P*A53T tratados con IND-1233-ASO o vehiculo. Las graficas muestran
los niveles de DOPAC representados como drea bajo la curva. La infusién en CPu de
veratridina 50 uM (A), o anfentamina 1-10 uM (B) no mostré diferencias entre
ambos grupos en los niveles de DOPAC extracelular. Los valores representan la

media + SEM, n=5 ratones/grupo.
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C. EL TRATAMIENTO CON IND-1233-AS0O NO MODIFICO
EL DEFICIT MOTOR NI EL. COMPORTAMIENTO DE
TIPO ANSIOSO EN EL MODELO aSYN*A30P*A53T

En los ratones aSyn*A30P*A53T administrados con IND-1233-ASO y vehiculo también se
llevaron a cabo pruebas de comportamiento para comprobar el efecto del tratamiento

sobre el fenotipo conductual.

En el test de campo abierto comprobamos que el tratamiento con IND-1233-ASO durante
28 dias no fue capaz de revertir los déficits motores en los ratones aSyn*A30P*A53T. La
Figura 50A muestra que los ratones administrados con IND-1233-ASO presentaron una
actividad motora similar, con una distancia total recorrida de 90.3 + 11.2% y un tiempo de
reposo de 109.4 + 13.1% en comparacion con el grupo administrado con vehiculo. El grupo
tratado con IND-1233-ASO también presentd niveles similares al vehiculo en el resto de
variables cuantificadas: duracién de los movimientos rapidos (81.5 = 26.0%) y
movimientos lentos (96.3 + 7.4%), y velocidad media (93.1 + 6.5%). El andlisis t de Student
no mostré diferencias significativas entre ambos grupos en ninguna de las variables
analizadas: distancia total (+=0.8585, p=0.4107), tiempo de reposo (t=0.7182, p=0.4891),
duracién de movimientos rapidos (t=0.7110, p=0.4933) y lentos (t=0.5087, p=0.6220) y

velocidad media (=1.056, p=0.3158).

También evaluamos el comportamiento de tipo ansioso en ambos grupos de ratones
mediante el test de la caja de luz/oscuridad, pero el tratamiento con IND-1233-ASO no fue
capaz de revertir este fenotipo en los ratones aSyn*A30P*A53T. La Figura 50B muestra que
los ratones aSyn*A30P*A53T administrados con IND-1233-ASO pasaron un tiempo similar
en la camara iluminada que los administrados con vehiculo, del 110.0 + 27.0%. Ademas,
tampoco detectamos cambios en los ratones administrados con IND-1233-ASO en la
latencia hasta la primera entrada (137.3 + 18.6%) ni el nimero de entradas (58.4 + 30.9%),
en comparacion con los tratados con vehiculo. El test t de Student no revel6 diferencias
estadisticas entre ambos grupos en el tiempo en la cdmara iluminada (=0.1743, p=0.8651),
la latencia hasta la primera entrada (+=2.005, p=0.0850) ni el niimero de entradas (t=1.346,

p=0.2151).
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Figura 50. Efectos de la administracion de IND-1233-ASO sobre el fenotipo
conductual del modelo aSyn*A30P*A53T. A) Test de campo abierto. Los ratones
transgénicos tratados con IND-1233-ASO no mostraron diferencias en ninguna de
las variables analizadas (distancia total recorrida, tiempo de reposo, velocidad
media y duracién de los movimientos rapidos), en relacién con el grupo tratado
con vehiculo. B) Test de la caja de luz/oscuridad. Ambos grupos de ratones no
mostraron diferencias en el tiempo transcurrido en la camara iluminada, la
latencia hasta el primer cruce ni el numero de cruces. Los valores representan la

media + SEM, n=10 ratones/grupo.

3. CARACTERIZACION DEL MODELO MURINO

TRANSGENICO LRRK2*G2019S

Para cumplir con los objetivos 3 y 4, nosotros también examinamos la eficacia de la
molécula IND-1233-ASO utilizando el modelo murino LRRK2 con la mutacién G2019S.
Previamente, caracterizamos el perfil de expresiéon del mRNA de a-Syn enddgena, el
fenotipo conductual y la neurotransmisiéon DA en el modelo LRRK2*G2019S, en

comparacién con el grupo WT.
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A. PERFIL DE EXPRESION DE a-SINUCLEINA

Inicialmente, se examiné el patron de expresion de la a-Syn endégena en diferentes
areas cerebrales de los ratones transgénicos y controles. Mediante ISH se detectaron los
siguientes niveles de expresién del mRNA de a-Syn en los ratones LRRK2*G2019S: mPFC,
105.6 + 6.5%; CPu, 97.3 + 10.9%; HPC, 93.7 + 6.3%; SNc/VTA, 122.9 + 6.1%; DR, 97.4 +
12.2%; LC, 102.5 + 6.5%, en comparacién con los niveles de expresién en los ratones
controles (Figura 51). El andlisis t de Student mostré diferencias significativas en la
expresion de a-Syn en SNc/VTA entre ambos grupos (t=3.731, p=0.0039), pero no reveld
diferencias estadisticas en el resto de areas analizadas (mPFC: t=0.8663, p=0.4066; CPu:
t=0.2463, p=0.8105; HPC: t=0.9905, p=0.3453; DR: t=0.2146, p=0.8344; LC: t=0.3753,

p=0.7153).
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Figura 51. Expresion de a-Syn en el modelo murino LRRK2*G2019S.
Autorradiografias de secciones coronales de cerebro de ratén mostrando la
expresion de a-Syn murina en mPFC (A), CPu (B), HPC (C), SNc/VTA (D), DR (E) y
LC (F). Escala: 1 mm. Las cuantificaciones densitométricas muestran un nivel
mayor de expresién de a-Syn en la SNc¢/VTA de los ratones LRRK2*G2019S en
comparacion con el grupo WT, pero no se detectan diferencias en el resto de dreas

analizadas. Los valores representan la media + SEM, n=5/6 ratones/grupo.

B. EVALUACION DE LA NEUROTRANSMISION DA
EN EL MODELO LRRK2*G2019S

En los experimentos de microdialisis, la evaluaciéon de la concentracion basal de DA
extracelular en CPu no mostrd diferencias entre los grupos WT y LRRK2*G2019S, en
ninguna de las condiciones experimentales utilizadas (Tabla 14). El anélisis estadistico no
mostré diferencias significativas con LCR (t=0.8593, p=0.4103) ni LCR+DMSO (#=2.095,

p=0.0626).

Tabla 14. Niveles basales de DA extracelular en CPu evaluados por microdidlisis

intracerebral en el modelo transgénico LRRK2*G2019S.

LCR 11.7 + 3.4 (n=6)
WT
L.CR + DMSO 1% 6.5+ 1.0 (n=6)
LCR 8.4 £ 2.0 (n=6)
LRRK2*G2019S
L.CR + DMSO 1% 4.6 +0.6 (n=6)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DA por fraccién dializada de 20 min. La n indica el numero de ratones utilizados en

cada caso.

La infusién local de veratridina (50 uM) por dialisis reversa incrementé de manera similar
la liberacién de DA en CPu en ratones WT y LRRK*G2019S, alcanzando valores de ~4775%
y ~3723%, respectivamente (Figura 52A). El andlisis ANOVA de 2 vias seguido del test post
hoc de Bonferroni mostré una diferencia significativa entre ambos grupos por efecto del
tiempo (Fs 135=8.254, p<0.0001), pero no por efecto de grupo (F,4=0.0001, p=0.9928) ni por

la interaccién grupo-tiempo (Fs135=0.2088, p=0.9994).



Ademas, la infusién local de nomifensina (1-10 puM) aumenté de manera dosis-
dependiente la concentraciéon extracelular de DA en el CPu. Este aumento fue
significativamente mayor en el grupo LRRK2*G2019S comparado con el grupo WT,
alcanzando un valor méximo de ~268% y ~166% respectivamente a la madxima
concentracién evaluada (10 puM) (Figura 52B). El analisis ANOVA de 2 vias reveld
diferencias por efecto de grupo (F,9=6.036, p=0.0363), por tiempo (F7,153=11.24, p<0.0001)

y por interaccién grupo-tiempo (F7,1s5=2.447, p=0.0021).

La administracién local de anfetamina (1-10 uM) también aumenté de modo dosis-
dependiente la concentracién extracelular de DA en el CPu. En ambos grupos se
alcanzaron niveles maximos similares en la mayor dosis evaluada (10 pM), de ~1304% en
los ratones WT y ~1498% en los ratones LRRK2*G2019S (Figura 52C). E1 ANOVA de 2 vias
mostré diferencias por efecto de tiempo (Fu7,170=16.39, p<0.0001), pero no por efecto de

grupo (F,10=0.3898, p=0.5464) ni por interaccién grupo-tiempo (Fa7,170=0.2624, p=0.9987).
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Figura 52. Efectos sobre la neurotransmision DA nigroestriatal en el modelo
LRRK2*G2019S. A) La infusién local de veratridina (50 uM) aumenté la liberacion
de DA extracelular en el CPu de manera similar en ambos grupos. B) La infusién
local de nomifensina (1-10 pM) aumenté de manera dosis-dependiente la
concentracién extracelular de DA estriatal, con niveles mas elevados en los ratones
LRRK2*G2019S. C) La infusién local de anfetamina (1-10 uM) aument6 de manera
dosis-dependiente la concentracién extracelular de DA estriatal de manera similar
en ratones WT y transgénicos. Los valores representan la media + SEM, n=5-6

ratones/grupo. *p<0.05 vs grupo WT.



Adicionalmente, también medimos la concentracién de DOPAC en cada fraccién dializada.
La concentracién basal de DOPAC extracelular en CPu no mostré diferencias significativas
en ambos grupos en ninguna de las condiciones empleadas (Tabla 15), tal como revela el

test t de Student (LCR: t=0.2024, p=0.8437; LCR+DMSO: t=0.2931, p=0.7754).

Tabla 15. Niveles basales de DOPAC extracelular en CPu evaluados por

microdialisis intracerebral en el modelo transgénico LRRK2*G2019S.

WT LCR 1.74 £ 0.24 (n=6)
LCR + DMSO 1% 1.39 £ 0.25 (n=6)
LCR 1.65 + 0.33 (n=6)
LRRK2*G2019S
LCR + DMSO 1% 1.27 £ 0.30 (n=6)

Los valores representan la media de los valores basales + SEM, expresados en fmol
DOPAC por fracciéon dializada de 20 min. La n indica el niumero de ratones

utilizados en cada caso.

La infusién de veratridina (50 pM) provocé una disminucién de los niveles de DOPAC
similar en el grupo WT (~73%) y en el grupo LRRK2*G2019S (~68%), respecto a los niveles
basales (Figura 53A); el ANOVA de 2 vias mostré diferencias por efecto de tiempo
(F,25=20.63, p<0.0001) pero no por efecto de grupo (Fu.5=2.007, p=0.1689) ni por
interaccién grupo-tiempo (Fp,25=0.5068, p=0.6085). La infusién de nomifensina (1-10 uM)
no provocd una respuesta dosis-dependiente en los niveles de DOPAC, ni en los ratones
WT (77-59%) ni en los transgénicos (92-74%) (Figura 53B); el test ANOVA de 2 vias mostrd
un efecto de tiempo (F,25=24.76, p<0.0001) pero no efecto grupo (F,23=2.309, p=0.1422) ni
interaccion grupo-tiempo (F(23=0.3454, p=0.7115). Igualmente, la infusién de anfetamina
(1-10 uM) no condujo a una respuesta dosis-dependiente de los niveles de DOPAC, ni en el
grupo control (76-72%) ni en el LRRK2*G2019S (89-70%) (Figura 53C); el ANOVA de 2 vias
mostré diferencias por efecto tiempo (F14=29.62, p<0.0001) pero no por grupo

(Fa,7=1.467, p=0.2651) ni por interaccion grupo-tiempo (F(,14=0.6668, p=0.5289).
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Figura 53. Niveles extracelulares de DOPAC en CPu en el modelo LRRK2*G2019S.
Las gréficas muestran los niveles de DOPAC representados como area bajo la
curva. La infusién en CPu de veratridina 50 uM (A), nomifensina 1-10 uM (B) o
anfetamina 1-10 uM (C) no mostr6 diferencias entre ambos grupos en los niveles de

DOPAC extracelular. Los valores representan la media + SEM, n=5-6 ratones/grupo.

C. CARACTERIZACION CONDUCTUAL
DEL MODELO MURINO LRRK2*G2019S

Para examinar si la mutacién G2019S de la proteina LRRK2 se asocia con cambios
conductuales, hemos evaluado la funcién motora y la cognitivo-emocional empleando una

serie de pruebas comportamentales.

En primer lugar, evaluamos la funcién motora en el test de campo abierto. Los ratones
LRRK2*G2019S no mostraron ninguna diferencia en la actividad locomotora en
comparacion con los ratones WT. La distancia total recorrida por el grupo transgénico fue
del 108.9 + 6.4% en comparacién con el grupo control (Figura 54A). El test t de Student no
mostré diferencias estadisticas entre ambos grupos (=1.401, p=0.1721). Igualmente,
tampoco se detectaron diferencias estadisticas en el resto de variables analizadas: tiempo
de reposo (t=1.475, p=0.1514), duracién de los movimientos rapidos (t=1.350, p=0.1879) y

lentos (t=0.3065, p=0.7615), y velocidad media (+=0.8760, p=0.3885).

Ademas, también evaluamos la asimetria utilizando la prueba del cilindro. Los ratones
LRRK2*G2019S se comportaron de modo similar al grupo WT (Figura 54B), y no se
detectaron diferencias significativas entre ambos grupos referidas al uso de la pata

izquierda respecto al total (t=0.3558, p=0.7246).



Ambos grupos, LRRK2*G2019S y WT, también fueron evaluados en el test de la caja de
luz/oscuridad. La Figura 54C muestra que los ratones LRRK2*G2019S pasaron un tiempo
similar a los WT en la camara iluminada (124.3 + 15.9%). El grupo transgénico también
tuvo un comportamiento similar al WT en la latencia hasta la primera entrada (110.2 +
22.4%) y el nimero de entradas (109.8 + 18.1%). El andlisis ¢t de Student no mostrd
diferencias estadisticas entre ambos grupos en ninguna de las variables analizadas:
tlempo en la cdmara iluminada (=1.534, p=0.1363), latencia hasta el primer cruce

(t=0.4555, p=0.6524) ni ndmero de entradas (t=0.5406, p=0.5930).

Para evaluar el fenotipo depresivo se utilizé el test de suspension por la cola, y se midié el
tiempo de inmovilidad. Ambos grupos de ratones, LRKK2*G2019S y WT, mostraron un
comportamiento similar, con un tiempo de inmovilidad del 91.3 + 5.9% en los ratones
transgénicos respecto a los WT (Figura 54D), y no se detectaron diferencias significativas

entre ambos grupos (=1.722, p=0.0962).

Por tltimo, del mismo modo que en el modelo transgénicos de *A30P*53T, evaluamos la
memoria a corto plazo utilizando el test de reconocimiento de objetos novedosos.
Durante el pre-test, ambos grupos mostraron una preferencia similar por los mismos
objetos. En la Figura 54E se muestra que los dos grupos exploraron el objeto novedoso
durante un tiempo significativamente mayor (WT: 735.3 £ 120.7%; LRRK2*G2019S: 687.8 +
52.0%), en comparacién con el tiempo de exploracién del objeto familiar; sin embargo, el
tiempo de exploracién del objeto novedoso por parte de los ratones LRRK2*G2019S fue
significativamente menor en comparacién con los ratones WT (72.9 + 13.3%). El test
ANOVA de 2 vias muestra diferencias significativas por efecto de objeto (F,40=119.3,
P<0.0001) y por efecto de grupo (F,40=4.880, p=0.0330), pero no por interaccién grupo-
objeto (Fq,40=3.128, p=0.0846). Por otro lado, los ratones LRRK2*G2019S mostraron un
indice de discriminaciéon del objeto novedoso del 95.1 + 4.5% respecto al grupo WT, y
mediante el test ¢ de Student no se revelaron diferencias estadisticas en esta variable entre

ambos grupos (=1.090, p=0.2888).



RESULTADOS "

A continuacién, evaluamos la eficacia del tratamiento con IND-1233-ASO para inhibir la
sintesis de a-Syn en el modelo transgénico LRRK2*G2019S. Para ello, dos grupos de
ratones transgénicos fueron tratados con LCR o IND-1233-ASO (100 pg/dia) en el ventriculo
lateral durante 28 dfas utilizando minibombas osméticas. Mediante ISH, detectamos que el
nivel de a-Syn endégena en la SNc/VTA de los ratones LRRK2*G2019S tratados con IND-

1233-ASO fue similar al grupo LRRK2*G2019S tratado con vehiculo, y los niveles de a-Syn
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Figura 54. Alteraciones conductuales en el modelo LRRK2*G2019S. A) Test de
campo abierto. No se detectaron diferencias en la distancia total recorrida entre
ambos grupos. B) Test del cilindro. No se detectan diferencias en el uso de la pata
delantera izquierda en los ratones LRRK2*G2019S. C) Test de la caja de
luz/oscuridad. Los ratones transgénicos y los WT no mostraron diferencias en el
tiempo transcurrido en la camara iluminada. D) Test de suspensién por la cola. No
se detectaron diferencias en el tiempo de inmovilidad entre ambos grupos de
ratones. E) Test de reconocimiento de objetos novedosos. Ambos grupos de ratones
mostraron una mayor preferencia por el objeto novedoso que por el familiar, pero
los ratones LRRK2*G2019S exploraron durante un menor tiempo el objeto
novedoso en comparacién con el grupo WT. F = Objeto familiar, N = Objeto
novedoso. Los valores representan la media + SEM, n=10-15 ratones/grupo. *p<0.05

vs grupo WT; ~~~p<0.001 vs objeto familiar.

EFECTOS DEL TRATAMIENTO SOSTENIDO
CON IND-1233-ASO CONTRA a-SYN EN
EL MODELO LRRK2*G2019S



" RESULTADOS

en ambos grupos transgénicos fueron significativamente mayores que los del grupo WT.
Los niveles de mRNA en los grupos transgénicos fueron de 120.5 + 8.4% en los tratados con
vehiculo y de 120.2 + 5.9% en los tratados con IND-1233-ASO, en relacién al grupo WT
(Figura 55). El test ANOVA de una via indic6 diferencias significativas por efecto de grupo
(F,13=8.347, p=0.0047), con diferencias del grupo WT con el grupo LRRK2*G2019S
administrado con vehiculo (p=0.0252) y con el grupo administrado con IND-1233-ASO
(p=0.0073), pero no entre ambos grupos LRRK2*G2019S (p=0.9989). En conjunto, estos
datos muestran que IND-1233-ASO no es una opcién de tratamiento en el modelo murino

LRRK2*G2019S.
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Figura 55. Efectos de la administracion de IND-1233-ASO en el modelo
LRRK2*G2019S. A) Autorradiografias de secciones coronales de cerebro de ratén
mostrando la expresiéon de la a-Syn en la SNc/VTA de ratones WT y ratones
LRRK2*G2019S tratados con vehiculo o con IND-ASO-1233. Escala: 1 mm. B)
Cuantificacién densitométrica en la SNc/VTA. Las barras muestran un mayor nivel
de expresiéon del mRNA de a-Syn en los ratones LRRK2*G2019S en relacién con el
grupo WT, pero no se detectaron diferencias entre los dos grupos transgénicos
tratados con vehiculo o IND-1233-ASO. Los valores representan la media + SEM,

n=5-6 ratones/grupo. *p<0.05, **p<0.01 vs expresion de a-Syn en el grupo WT.
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A. CONSIDERACIONES GENERALES

La enfermedad de Parkinson fue descrita hace mas de 200 afios, y su relacién con los LB se
descubri6 hace mas de 100, pero actualmente siguen sin conocerse las causas precisas de
la degeneracion de las neuronas DA y la acumulacién de una de las principales proteinas
como es a-Syn (Goedert et al., 2013). Los sintomas motores de la enfermedad contintian
tratdndose con L-DOPA, pero el resto de sintomas no motores no suelen incluirse entre los
tratamientos habituales, y la investigacién esta lejos atin de encontrar soluciones para las
otras sinucleinopatias, lo cual conduce a importantes pérdidas personales y econdmicas
cada afio (Findley, 2007; Maresova et al., 2017). Ademas, pese a los numerosos estudios
sobre las sinucleinas y sus patologias, todavia no se conoce con exactitud la funcién
fisioldgica precisa, siendo a-Syn una de las proteinas citoplasmaticas mas abundantes en

neuronas con niveles cercanos al 1% del total de proteinas (Goedert et al., 2017).

Considerando los resultados previos del grupo de investigacion, asi como la poca
informacién disponible sobre y-Syn en el contexto de las sinucleinopatias, el trabajo 1 de
esta tesis se ha centrado en el estudio de y-Syn, en especial de su rol biolégico sobre la
neurotransmision DA. Teniendo en cuenta que no existen compuestos capaces de modular
directamente la funcién de las sinucleinas, gran parte de esta tesis consistié en el
desarrollo y caracterizacién de modelos murinos basados en la alteracién de la expresion
endégena de y-Syn en el cerebro. En primer lugar, se desarrollé un modelo de
sobreexpresion de la forma murina de y-Syn en la SN¢/VTA mediante un vector virico
AAV10, que como se discutira a continuacion reprodujo algunas caracteristicas observadas
en las fases tempranas de las sinucleinopatias, como la alteracién de la neurotransmisién
DA y la presencia de déficits motores y cognitivos. Ademas, y en el sentido opuesto,
también se caracterizé un modelo de ratén con una reduccion parcial de la expresién de y-
Syn selectivamente en la SN¢/VTA mediante un oligonucleétido antisentido conjugado con
indatralina (inhibidor triple con afinidad por DAT, NET y SERT). La conjugacién de
oligonucleétidos (ASO, siRNA) con inhibidores de los transportadores de monoaminas
para acumular estos oligonucleétidos en neuronas monoaminérgicas ha sido caracterizada
detalladamente en el grupo de investigacion (Bortolozzi et al., 2012; Ferrés-Coy et al., 2013,

2016; Alarcon-Aris et al., 2018; Fullana et al., 2019). Utilizando este procedimiento, se



redujo de forma reversible el nivel de expresién de y-Syn en las neuronas DA de la
SNc/VTA y se observaron efectos contrarios sobre la neurotransmisién DA comparados

con el modelo de sobreexpresion de y-Syn inducido por AAV10.

En el trabajo 2 de esta tesis se evalud la eficacia de la secuencia IND-1233-ASO como un
tratamiento potencial para PD capaz de reducir los niveles de sintesis de a-Syn, utilizando
dos modelos murinos portadores de las formas humanas mutadas de a-Syn (doble
mutaciéon A30P-A53T) y de LRRK2 (G2019S), siendo ambas mutaciones frecuentes en los
casos genéticos de PD. Previamente, nosotros reportamos que la secuencia IND-1233-ASO
reduce selectivamente la expresion de a-Syn en las neuronas monoaminérgicas de ratones

normales y de monos Rhesus envejecidos (Alarcén-Aris et al., 2018, 2020 en revision).

Brevemente, en el segundo trabajo se describié que el modelo aSyn*A30P*A53T mostré
incrementos de 3-4 veces el nivel de expresién de a-Syn humana en la SN¢/VTAy en LC, y
consecuentemente los ratones presentaron alteraciones de la neurotransmisién DA
nigroestriatal, y déficits motores. Por su parte, el modelo LRRK2*G2019S mostré un
incremento ligero, pero significativo, de la expresion de a-Syn en la SN¢/VTA acompafiado
de una alteracion de la funcién de DAT y un deterioro de la memoria a corto plazo. La
administraciéon intracerebroventricular de IND-1233-ASO durante 28 dias redujo
significativamente los niveles de a-Syn en el modelo aSyn*A30P*A53T, restaurando la
neurotransmision DA, aunque no se vieron efectos de recuperacién sobre la funcién
motora. Sin embargo, el tratamiento con IND-1233-ASO fue incapaz de reducir la

expresion de a-Syn en el modelo LRRK2*G2019S.

En general, los resultados obtenidos en esta tesis aportan informacién novedosa sobre el
papel in vivo de y-Syn en la neurotransmisiéon DA nigroestriatal y mesocortical, y su rol en
la funcién motora y cognitiva, confirmando que y-Syn, al igual que a-Syn, actdan como
reguladores negativos de la neurotransmisién monoaminérgica, como previamente se
demostré utilizando modelos in vitro (Oaks & Sidhu, 2011). Ademas, la inhibicién de la
sintesis de a-Syn inducida por IND-1233-ASO en las neuronas de DA puede aliviar los
déficits tempranos de la funcién DA, mostrando el alto valor traslacional de los ASOs como

terapia de modificacién de la enfermedad para la PD y otras sinucleinopatias relacionadas.



B. EXPRESION PREFERENCIAL DE y-SINUCLEINA EN LOS
NUCLEOS MONOAMINERGICOS Y EN LA HABENULA
LATERAL DE RATON

La expresion y funcién de la proteina y-Syn ha sido muy poco estudiada en el cerebro. No
fue hasta el afio 2000 cuando se describié la presencia del mRNA de y-Syn en la SN¢/VTA
de ratones, asi como en el cerebro en desarrollo (Abeliovich et al., 2000; George, 2002).
Ademas, la mayor parte de los estudios relacionados con la y-Syn tanto en humanos y
animales se han enfocado sobre sus efectos oncogénicos, principalmente como un
marcador de la progresion de tumores (Bruening et al., 2000; Ahmad et al., 2007, Wu et al.,
2007). Aun asi, en estos ultimos diez afios existe mds informacién sobre la funcién
patolédgica de y-Syn, desde que han sido identificadas interacciones entre a- y y-Syn que
promueven la agregacién de cada una de ellas (Surgucheva et al., 2012; Surguchov, 2013).
Por lo tanto, uno de los primeros objetivos de esta tesis consistié en la caracterizacién de
la expresién cerebral de y-Syn. Analizando la localizacién y distribucién de su transcrito se
ha podido demostrar que y-Syn no sélo se expresa de manera abundante y selectiva en los
nucleos dopaminérgicos (SNc, VTA) (Abeliovich et al., 2000), sino también en los nticleos
serotoninérgicos del DR y noradrenérgicos del LC de ratén, sugiriendo un papel clave de y-
Syn como un regulador de la funcién monoaminérgica. Curiosamente, el mRNA de y-Syn
también se expresa de modo abundante y selectivo en los nticleos laterales de la habénula
(LHD). Los LHb han sido recientemente implicados en la fisiopatologia de la depresién y
en la codificacién de la sintomatologia negativa (Li et al., 2013; Lecca et al., 2016; Yang et
al., 2018). De hecho, las neuronas glutamatérgicas de la LHb proyectan hacia el DRy VTA,
regulando negativamente la actividad de las neuronas 5-HT y DA, respectivamente, a
través de la activacion de interneuronas GABAérgicas en el DR o VTA (Li et al., 2011; Zhou
et al., 2017). Aunque alejados de los objetivos propuestos en la presente tesis, y-Syn podria
tener un papel clave en la regulacién de la neurotransmision en el circuito LHb-DR/VTA y
ser una diana de accidén terapéutica para los sintomas no motores de la PD y otras

sinucleinopatias.

El perfil de expresién de y-Syn contrasta con la expresion de a-Syn, siendo mds abundante
ésta Ultima y detectada en zonas corticales y subcorticales, asi como con la del mRNA de f3-

Syn casi ubicuo en todo el cerebro, incluyendo los nicleos monoaminérgicos (Lavedan,



1998; presente tesis). Estos resultados aportan una informacién relevante en cuanto a la
localizacién de y-Syn, ya que anteriormente la proteina y-Syn en roedores sélo se habia
detectado en neuronas de la médula espinal, aunque en humanos si se habia descrito su

localizacién en médula y neocértex (Giasson et al., 2001b).

En conjunto, estos resultados confirmaron la presencia selectiva de y-Syn en las areas
monoaminérgicas, sugiriendo un posible rol fisiolégico de la proteina y-Syn sobre la
regulacién de la actividad y la neurotransmisién de monoaminas. De acuerdo con esto,
estudios previos in vitro utilizando modelos celulares han encontrado que y-Syn modula el
trafico, expresion y funcién de los transportadores DAT, NET y SERT (Jeannotte et al.,
2009a; Wersinger & Sidhu, 2009; Oaks & Sidhu, 2011). Por otro lado, la deteccién especifica
de y-Syn en los nticleos laterales de la habénula sugiere un potencial nexo a explorar entre
los sistemas DA y 5-HT que contribuyen en la sintomatologia depresiva en la PD (Han et

al., 2014; Luo et al., 2015; Zhang et al., 2019).

C. MODELO MURINO DE SOBREEXPRESION Y DE
SILENCIAMIENTO DE y-SINUCLEINA EN SNc/VTA

Considerando la carencia de compuestos agonistas o antagonistas capaces de modular
directamente la funcién de y-Syn, decidimos intervenir sobre el nivel de expresién del gen
endégeno de y-Syn en la SNc/VTA empleando herramientas como los vectores AAV o
estrategias no virales que incluyen la utilizacién de oligonucledtidos inhibitorios. En
relacién con el constructo AAV10-CMV para la sobreexpresion de y-Syn enddgena, éste se
eligié por varias ventajas en comparacién con otros métodos para la sobreexpresién. Los
vectores viricos aprovechan los mecanismos biolégicos naturales de los virus para
introducir genes exdgenos en las células, pero en su disefio se debe considerar la forma de
mantener la eficiencia de la entrada en las células diana y la expresion del transgén,
minimizando la patogenicidad del virus. En concreto, los vectores basados en adenovirus y
lentivirus no requieren la division celular para su replicacion, al contrario que los
retrovirus, de modo que son idéneos para su uso en células post-mitéticas como las

neuronas (Pereira et al., 1997, Daya & Berns, 2008).



Ademas, los vectores viricos adenoasociados presentan ciertas ventajas en comparacién
con otros vectores. Su expresion es estable y sostenida en el tiempo, a diferencia de otros
vectores viricos cuya expresion desaparece algunas semanas después de la
administracion. Los vectores AAV también han sido sofisticados suficientemente para
introducir transgenes de gran tamafio, pese al pequeflo tamarfio del genoma del AAV, y
ademds tampoco contienen genes propios del adenovirus (Bak & Porteus, 2017). Uno de
los mayores problemas en el uso de vectores viricos para la introduccién de genes es la
repuesta inmunolégica del receptor. Sin embargo, en humanos y modelos animales no se
han encontrado respuestas inmunolégicas perjudiciales a causa de la administracién de
vectores AAV, aunque esto depende del sitio de administracién y la dosis viral empleada

(Zaiss & Muruve, 2005).

En algunos serotipos de AAV se han identificado sus correspondientes receptores en la
superficie celular, lo cual ha permitido disefiar vectores con mayor eficiencia en la
infeccién de ciertos tejidos, combinando la maquinaria genémica y la capside de distintos
serotipos (Akache et al., 2006, Zinn et al., 2015). Previamente a esta tesis, se comparé la
eficiencia de expresién de GFP en neuronas DA de la SNc¢/VTA de tres serotipos AAV (5,9 y
10). Asi, comprobamos que el serotipo AAV10 presenta una mayor eficiencia en cuanto al
numero de células positivas para GFP y la intensidad de la expresion, en comparacion con
AAV5 y AAVY, por lo cual decidimos emplear este serotipo para el desarrollo del modelo
de sobreexpresién de y-Syn. El serotipo AAV10 fue identificado en 2004 en monos
Cynomolgus, presentando una mayor similitud con el serotipo AAVS, aunque todavia no
se han identificado con exactitud sus receptores en la superficie celular (Mori et al., 2004;

Wu et al., 2006; Pillay & Carette, 2017).

Por otra parte, elegimos disefiar el plasmido con el cDNA de y-Syn de ratén bajo el control
del promotor de citomegalovirus (CMV). En vectores AAV se ha demostrado que el
promotor CMV permite una expresion elevada y sostenida en el tiempo de los transgenes,
tanto en modelos animales como celulares, en comparaciéon con otros promotores
constitutivos y con promotores de tipos celulares especificos (Liu et al., 2007; Damdindorj

etal., 2014).

Utilizando el constructo AAV10-CMV-y-Syn hemos conseguido duplicar los niveles del

mRNA endégeno de y-Syn y de la proteina en las neuronas DA de la SNc¢/VTA de los



ratones. Esto resalta la utilidad del vector elegido para estudiar la funcidn bioldgica de y-
Syn sin alteraciones por la aparicién de toxicidad; por el contrario, empleando otros
constructos con diferentes promotores o serotipos se puede llegar a niveles mas de 4 veces
superiores a los fisioldgicos, incluso alejados de la condicién patolégica, como se ha
observado en otros modelos de sobreexpresién de a-Syn (Gorbatyuk et al., 2008, 2010,

Oliveras-Salva et al., 2013).

Ademas, la sobreexpresion de y-Syn alcanza su maximo nivel a partir de las 4 semanas
post-inyeccién, que se mantiene al menos hasta las 16 semanas. Esta caracteristica del
modelo ofrece la ventaja de proporcionar un sistema estable en el tiempo para poder
estudiar la funcién de y-Syn en la neurotransmisién DA y sus implicaciones conductuales.
La estabilidad de la sobreexpresién también evita la necesidad de la intervencién

continuada sobre los ratones que requieren los modelos de sobreexpresidn inducible.

Por otra parte, hemos demostrado que la sobreexpresién mediante el constructo AAV10-
CMV no induce toxicidad en las células DA de la SN¢/VTA, de modo que no hemos
encontrado pérdida de células TH* ni alteraciones en la expresién de DAT. Esto nos ha
permitido explorar la funcién de y-Syn a nivel fisiolégico y se puede confirmar que las
alteraciones en el modelo murino se deben a la sobreexpresién de la proteina, y no a
alteraciones toxicas o neurodegeneracion de las neuronas DA. De este modo, examinamos
especificamente el rol biolégico de y-Syn, y no sus posibles efectos patolégicos que se
manifiestan en la mayoria de modelos de sobreexpresion de a-Syn por AAV (Ulusoy et al.,

2010; Volpicelli-Daley et al., 2016).

Adicionalmente, también hemos demostrado que el hecho de utilizar un vector AAV10
tampoco influye en los resultados observados en el modelo de sobreexpresién de y-Syn.
Por un lado, no hemos detectado cambios en los niveles de mRNA de y-Syn al inyectar el
mismo vector AAV10 vacio en la SN¢/VTA, y por otro, los ratones con el vector vacio no
presentan alteraciones motoras en los mismos tiempos post-inyeccién en los que se ha

evaluado el modelo AAV10-CMV-y-Syn.

La sobreexpresion de y-Syn tampoco ha tenido efectos en los niveles de expresiéon de a-Syn
en la SNc/VTA. Algunas funciones de las sinucleinas son redundantes en la familia a causa

de su homologia, y se ha especulado que la alteracién en la funcién de alguna de ellas



puede ser compensada por las otras. Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado
que la modificacién de los niveles de expresiéon de a-Syn en neuronas conduzca a una
alteracion en el sentido opuesto en los niveles de y-Syn, o viceversa, tanto en modelos de
sobreexpresién como knock-down (Ninkina et al., 2009; Greten-Harrison et al., 2010;

Connor-Robson et al., 2016; Ninkina et al., 2020).

Debido al uso del promotor constitutivo CMV, otra caracteristica observada en este
modelo ha sido la difusién de la expresién de y-Syn a otras areas cerebrales distintas a la
SNc¢/VTA como la formacion reticular, el nicleo parabraquial, el campo prerubral y otras
regiones del mesencéfalo. A pesar la expansién de la sobreexpresion, los niveles de
expresién de y-Syn en la SNc¢/VTA siguieron siendo 2 veces superiores a partir de las 4
semanas post-inyecciéon. Sin embargo, debe considerarse esta limitacién en el modelo,
que lleva a que células y regiones no DA pasen a expresar y-Syn cuando en condiciones
fisioldgicas no esta presente en las mismas, de modo que y-Syn puede alterar la funcién de
estas neuronas. Dado que hemos demostrado la no toxicidad del modelo en las células
TH*, es probable que la difusién de la expresién de y-Syn no tenga efectos perjudiciales en
los tiempos post-inyeccién en que se ha evaluado, pero deberd tenerse en cuenta cuando
se examinen efectos no relacionados con la funcién DA de la SNc¢/VTA. A pesar del extenso
volumen de difusién del constructo, hemos demostrado que la expresién de y-Syn no se ha

visto alterada en otras 4reas monoaminérgicas como el DR o LC.

Considerando todas estas caracteristicas, el modelo AAV10-CMV-y-Syn ha demostrado que
resulta util para lograr un aumento sostenido en el tiempo de la expresiéon de y-Syn en la
SNc/VTA, sin alteraciones téxicas. Por tanto, se puede afirmar que el modelo murino
desarrollado constituye una herramienta idénea para explorar el rol funcional de y-Syn

sobre la neurotransmisién DA y sus consecuencias conductuales.

Por otra parte, para estudiar el rol funcional de y-Syn también hemos utilizado estrategias
de silenciamiento de genes basadas en siRNAs/ASOs. Ambas moléculas comparten un
mismo principio, la unién a un RNA diana para inhibir su traducciéon. Previamente,
usando esta metodologia fuimos capaces de reducir selectivamente la expresion in vivo de

genes en neuronas monoaminérgicas (Ferrés-Coy et al., 2016; Alarcon-Aris et al., 2018).



Por un lado, hemos empleado siRNAs, secuencias de doble hebra de RNA capaces de
activar los mecanismos celulares para bloquear la traduccién del mRNA, y que en los
Ultimos afios se han empleado como herramientas para el silenciamiento de la expresion
génica de genes especificos. Normalmente se emplean duplex de RNA sintéticos de 19-22
pares de bases, un tamaifio suficiente para que el siRNA sea reconocido por el complejo
RISC evitando la mayoria de respuestas inflamatorias. Una vez dentro de la célula, las
moléculas se unen a las proteinas del complejo RISC, que separan la doble hebra del
siRNA obtener moléculas de RNA de simple cadena. De este modo, el conjunto RISC-RNA
se une al mRNA complementario y la proteina Argonaut del complejo corta el transcrito
para inhibir su traduccién mediante los propios mecanismos de la célula (degradacién por
P-bodies, represion de la traduccién ribosomal, etc.) (Siomi & Siomi, 2009; Carthew &

Sontheimer, 2010; Dana et al., 2017).

Por su parte, los ASOs son oligonucleétidos de DNA de simple cadena, también
complementarias a regiones de mRNAs de genes especificos. Esto permite que los ASOs
formen hibridos DNA-RNA que son reconocidos por la RNasa H para degradar el
transcrito, de modo que se inhibe la traduccién de los mismos (Wu et al., 2004; Crooke,
2017; Schoch & Miller, 2017; Scoles et al., 2019). El procesado catalitico de la RNasa se
puede potenciar mediante modificaciones quimicas de los ASOs como las que presenta el
empleado en este modelo, en este caso la adicién de nucleétidos modificados en los
extremos del oligonucledtido para aumentar la resistencia a nucleasas y aumentar la

afinidad por las secuencias diana (Watts & Corey, 2011).

En comparacién con los ASOs, los siRNAS suelen resultar mds efectivos en modelos
celulares, tanto por la potencia de su silenciamiento como porque no requieren de
modificaciones quimicas como los ASOs. Sin embargo, la decisién en modelos animales
presenta mayor complejidad y actualmente se emplean ambas opciones en la
investigacidén preclinica (Ferrari et al., 2006; Summerton et al., 2007). En nuestro caso,
basdndonos en estudios previos del grupo, decidimos emplear la opcién de los ASOs para
el desarrollo del modelo de silenciamiento de y-Syn. En relacién con los siRNAs, los ASOs
presentan ciertas ventajas, como es su naturaleza de cadena simple, de modo que sélo se
requiere la mitad del peso molecular y permite una produccién mas sencilla y econémica.

Ademids, en modelos in vivo, los siRNAs presentan el riesgo de competir por la unién al



complejo RISC con otros miRNAs enddgenos, e incluso pueden inducir respuestas
inflamatorias por la activacién de la astroglia, la microglia o la elevacidon de citoquinas
proinflamatorias (Judge et al., 2006; Bortolozzi et al., 2012). Por el contrario, los ASOs
presentan un menor riesgo de toxicidad in vivo, pues no se ha reportado que induzcan
respuestas inflamatorias o competencia por la unién a la RNasa H (Grimm et al., 2006;

Koller et al., 2006; Southwell et al., 2012).

Pese a que no se conoce con exactitud el mecanismo de incorporacién de los
oligonucledtidos tras la infusién local, varias evidencias sefialan que la endocitosis no
especifica y la microlesiéon quirtrgica favorecen la entrada celular de los oligonucleétidos
(Doherty & McMahon, 2009; Howes et al, 2010; Juliano et al, 2013). De hecho,
previamente hemos descrito estos mecanismos como los responsables para la entrada de
siRNAs no conjugados en las células serotoninérgicas o en los astrocitos (Ferrés-Coy et al.,

2013a,b; Fullana et al., 2019).

Ademas, muchos tipos celulares expresan receptores en sus membranas a los que pueden
unirse los ASOs para ser internalizados (Koller et al., 2011). Por esto, no podemos descartar
el mecanismo de endocitosis no especifico para la entrada de IND-1415-ASO en las células
DA de la SNc/VTA, pero basandonos en estudios previos del grupo podemos afirmar que la
conjugacién del oligonucledtido con indatralina facilita la entrada mediada por los
transportadores de monoaminas DAT, NAT y SERT. De hecho, el bloqueo previo de los
transportadores de monoaminas con inhibidores selectivos impide la acumulacién de los
oligonucleétidos en las respectivas neuronas monoaminérgicas, indicando que la entrada
necesita de transportadores funcionalmente activos (Bortolozzi et al., 2012; Ferrés-Coy et

al., 2016; Alarcén-Aris et al., 2018).

A pesar de que no estd clara la ruta exacta para la internalizacién de los IND-ASOs a través
de su unién a los receptores de monoaminas, estudios previos también han mostrado que
siRNAs conjugados colocalizan con los marcadores endosomales Rab5 y Rab7. Esto
apuntaria a que los oligonucledtidos estarian siendo endocitados junto a los
transportadores de monoaminas e incorporados en las células a través del trafico
endosomal, del cual deberfan salir para ser activos en el silenciamiento (Juliano et al.,

2013; Ferrés-Coy et al., 2016).



Mediante la administracién local de IND-1415-ASO en las neuronas DA de la SN¢/VTA
hemos conseguido reducir un 20-25% los niveles de expresion de la y-Syn endégena y de la
proteina, y ademas esta reduccién se mantiene estable al menos hasta 72 h después de la
administracion. Estos niveles de silenciamiento son similares a los alcanzados en estudios
previos del grupo empleando este tipo de moléculas conjugadas (Ferrés-Coy et al., 2016;

Alarcén-Aris et al., 2018).

La estabilidad del silenciamiento que observamos nos estaria indicando que estamos
alcanzando el maximo nivel de silenciamiento in vivo mediante este tipo de molécula y
tratamiento. Posiblemente, esto se deba a la saturacion de los mecanismos de
silenciamiento del mRNA y/o a la misma degradacién de los ASOs. No obstante, esta
estrategia para la reduccion de y-Syn resulta Gtil en comparacién con otras metodologias
de silenciamiento como los shRNA administrados mediante AAV. En este caso, la
reduccion de la expresién puede llegar al 80-90%, de modo que no resultan dtiles para
estudiar las funciones fisiolégicas de las proteinas de interés, e incluso en el caso de a-Syn
puede llegar a provocar efectos téxicos por la pérdida de funcién de la misma (Cookson,

2009, Gorbatyuk et al., 2010; Khodr et al., 2011; Collier et al., 2016; Benskey et al., 2018).

También hemos demostrado que el silenciamiento por IND-1415-ASO no induce toxicidad
en las células DA de la SNc/VTA, ya que no hemos observado pérdida de células TH*.
Ademads, hemos comprobado que el uso de un IND-ASO sin homologia con el genoma
murino no conduce a cambios en la expresion de y-Syn, por lo que podemos afirmar que
los efectos observados en el modelo de silenciamiento se deben a la propia reduccién de la

y-Syn enddgena y no a efectos téxicos por el uso de este tipo de molécula.

Ademds, hemos comprobado que el silenciamiento con IND-1415-ASO es selectivo
unicamente para y-Syn, ya que la administracion local de la molécula no ha tenido efectos
sobre los niveles de expresién de a-Syn en la SNc¢/VTA. Esta especificidad demuestra la
eficacia del disefio de la molécula IND-1415-ASO0; el silenciamiento mediante ASOs suele
presentar la limitacién de que dosis elevadas pueden conducir al silenciamiento de genes
no deseados, por una homologia parcial de sus transcritos con el ASO (Watts & Corey,
2011). También, la demostracidn de que la expresién de a-Syn no se ve alterada esto nos
permite afirmar que la alteracién de la expresién de y-Syn no conduce a ninguna

compensacion en la a-Syn de las neuronas DA. Del mismo modo, el silenciamiento local



de y-Syn en la SNc¢/VTA tampoco ha conducido a cambios en su expresién en los otros

nucleos monoaminérgicos del DRy LC.

Por otra parte, la administracién del IND-1415-ASO por via intracerebroventricular
consigui6 un silenciamiento de hasta el 40%, con una reduccién similar después de 7 y de
14 dias de tratamiento. Aunque se alcanzan niveles mayores de silenciamiento en
comparaciéon con la administracién aguda, esto indica nuevamente que estamos
alcanzando un nivel maximo de reduccién a través de la administracién sostenida.
Ademas, también hemos detectado el silenciamiento de y-Syn en los nucleos del DR y el

LC, en los que también estd siendo internalizado el IND-1415-ASO.

A pesar de que éste sea un experimento piloto, la estabilidad que observamos en el
silenciamiento confiere una gran utilidad a la estrategia de administracién
intracerebroventricular en comparacién con la inyeccién local. Este método ofrece un
rango de tiempo suficiente para poder examinar las consecuencias de la menor expresion
de y-Syn, tanto a nivel de comportamiento como en la plasticidad sinaptica. De este modo,
se puede profundizar el estudio del rol de y-Syn no sélo en las neuronas DA sino en el resto
de nucleos monoaminérgicos. Ademads, la administracién sostenida de IND-1415-ASO
mantiene las ventajas del modelo de silenciamiento local, de modo que se alcanza un nivel

maximo de reduccién de la expresion sin llegar a la deplecién drastica de la proteina.

Otra consecuencia destacable del silenciamiento sostenido de la expresiéon de y-Syn ha
sido el aumento de la expresién de B-Syn en los niicleos monoaminérgicos, un efecto que
ya se ha detectado en estudios con modelos knock-out de y-Syn y/o a-Syn (Robertson et al.,
2004). En las sinucleinopatias, 3-Syn ha sido estudiada por su capacidad de inhibir la
agregacion de a-Syn y algunos de sus efectos téxicos (Jensen et al., 1997; Galvin et al., 2000;
Hashimoto et al., 2001; Mor et al., 2003; Brown et al., 2016). Debido a esto, el silenciamiento
sostenido de y-Syn podria aportar un efecto beneficioso al modelo por el aumento de {3-

Syn, en especial si en un futuro se emplea para el estudio de las sinucleinopatias.

En conjunto, tanto el modelo de sobreexpresién como el de silenciamiento mediante las
estrategias de esta tesis han mostrado ser herramientas muy utiles para el estudio de la
funcién bioldgica de proteinas para las cuales no existen compuestos que modulen su

expresion (Davidson et al., 2004; Hoyer et al., 2006; Borel et al., 2016; Scoles et al., 2017,



Evers et al., 2018; Juliano, 2018; Smith & Zain, 2019). En concreto, el uso de IND-1415-ASO
puede resultar una estrategia beneficiosa para reducir la expresién de y-Syn en modelos
de sinucleinopatias, en las cuales la acumulacién de las sinucleinas supone un elemento
clave en la patologia (Lashuel et al., 2013; Sardi et al., 2018). Utilizando estos modelos, en

las siguientes secciones discutiremos el rol funcional de y-Syn en la neurotransmisién DA.

D. REGULACION DE LA NEUROTRANSMISION
DA NIGROESTRIATAL Y MESOCORTICAL
POR y-SINUCLEINA

La funcién fisiologica de y-Syn en el sistema nervioso central sigue siendo desconocida,
asi como su posible interaccién con los elementos sinadpticos, aunque los datos acerca de
su distribucién en las areas cerebrales la sitian como una proteina de alto interés en la
regulacién de la neurotransmisién. En relacién con la funcién monoaminérgica, en
modelos in vitro se ha demostrado que las sinucleinas y en concreto y-Syn regulan la
expresion y funciéon de los transportadores de monoaminas, asi como su trafico y
transporte hacia la superficie celular (Sidhu et al., 2004; Oaks & Sidhu, 2004). En la
presente tesis se han estudiado in vivo estas implicaciones en el sistema nigroestriatal y
mesocortical de ratones, a través de la modificacion de los niveles de expresién de y-Syn

mediante modelos de sobreexpresién y silenciamiento en la SNc/VTA.

El hecho de que los cambios en el nivel de expresién de y-Syn no se traducen en una
modificacién de los niveles basales extracelulares de DA en CPu o en mPFC indicaria que
y-Syn actuaria como un regulador “fino” (fine tune) del mecanismo de neurotransmision,
que se evidencia después de la administracién de agentes que modifican la homeostasis de

la funcién DA.

Es conocido que la proteina a-Syn participa en los procesos de exocitosis y endocitosis, asi
como en la recarga de la poblacién de vesiculas sindpticas liberables, inhibiendo la accién

de las proteinas involucradas en la fusién o post-fusion vesicular del complejo SNARE



(VAMP2, SNAP-25, sintaxina), de modo que su silenciamiento conlleva una mayor
liberacion sinaptica (Goedert, 2001; Di Rosa et al., 2003; Sulzer, 2010; Oaks & Sidhu, 2011;
Alarcén-Aris et al., 2018). Teniendo esto en consideracién y dada la homologia del 55-62%
entre a-Syn y y-Syn (George, 2002; Mouradian et al., 2012), seria esperable que los cambios
en los niveles de expresién de y-Syn condujesen a un efecto similar frente a estimulos que
conlleven la descarga sindptica, como la infusién del agente despolarizante veratridina.
Sin embargo, en el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO no se han observado
alteraciones en la liberacién de DA tras la didlisis con este firmaco, ni en el CPu ni la

mPFC.

De esta forma, y-Syn presentaria un rol diferente a a-Syn en relacién a su modulacién de la
liberacién sindptica, pese a su homologia con a-Syn. En este sentido, observaciones en
modelos in vitro han indicado que y-Syn es capaz de unirse a vesiculas sinapticas
uniéndose directamente a sus membranas, pero no interaccionar con las proteinas del
complejo SNARE (Lytkina et al., 2014). Sin embargo, en el modelo de sobreexpresién por el
vector AAV10-y-Syn si se ha detectado una menor liberacién de DA estriatal frente a la
accién de la veratridina. Considerando que y-Syn no puede interactuar con el complejo
SNARE, esta diferencia podria deberse a la capacidad de y-Syn a unirse a las vesiculas
sindpticas mediante su extremo C-terminal, que de modo similar a a-Syn podrian estar
regulando el trdfico y la acumulacién de vesiculas en las reservas distales de la sinapsis

(Auluck et al., 2010; Venda et al., 2010; Lytkina et al., 2014).

Posteriormente, en los modelos de sobreexpresion y silenciamiento de y-Syn se evalud si
la alteracién de su expresion conlleva algin cambio en la funcién de DAT. El
transportador DAT, se expresa en mas de un 90% en las neuronas DA, donde su funcién
principal consiste en la recaptaciéon de la DA extracelular liberada en las sinapsis para
mantener la concentracién fisiolégica en la hendidura sindptica y reciclar el
neurotransmisor en las neuronas (Torres et al., 2003). Por esto, DAT es uno de los

componentes primarios que mantienen la integridad del tono dopaminérgico.

La relacién funcional entre y-Syn y DAT se conoce con menor exactitud que en el caso de
a-Syn y existen pocos estudios sobre ello. En modelos de sobreexpresion y silenciamiento

mediante lentivirus en rata se ha demostrado que y-Syn puede interactuar con DAT



conduciendo a una menor disponibilidad de DAT en las membranas sinapticas, de modo

que reduce la recaptacién de DA (Boyer & Dreyer, 2008; Oaks & Sidhu, 2011).

En este trabajo hemos comprobado mediante modelos murinos de sobreexpresién y
silenciamiento que y-Syn actia como un modulador negativo de DAT, tal como se
evidencia con la habilidad del inhibidor no selectivo de DAT/NAT, nomifensina, para
aumentar de manera dosis-dependiente los niveles de DA extracelular. De este modo, la
mayor expresién de y-Syn reduciria la disponibilidad de DAT en la membrana sindptica y
su funcién de recaptacién de DA, mientras que el silenciamiento de y-Syn estaria

aumentando el trafico y la funcién de DAT.

Esto demuestra la hipétesis de que y-Syn modula negativamente la neurotransmisién DA,
en este caso interactuando con el transportador DAT para modificar su disponibilidad a
nivel de la superficie celular, al igual que se ha descrito para a-Syn (Oaks & Sidhu, 2011;
Butler et al., 2017; Alarcén-Aris et al., 2018). Pese a la falta de estudios acerca de esta
interaccion, debido a esta homologia entre a- y y-Syn también es esperable que la
modulacién de y-Syn sobre DAT también tenga lugar mediante la unién a su dominio
central hidrofébico (Wersinger & Sidhu, 2005; Jeannotte & Sidhu, 2007; Jeannotte et al.,

2008, 2009).

Respecto al modelo de sobreexpresién por AAV10, hemos obtenido los mismos resultados
a las 4 y 12 semanas post-inyeccién, con unos menores niveles de liberacién de DA y un
aumento menos pronunciado frente al bloqueo de DAT. Esto evidencia nuevamente la
utilidad y la estabilidad del modelo AAV10-CMV-y-Syn para el estudio del rol bioldgico de

y-Syn en la funcién DA.

Adicionalmente, en el modelo de silenciamiento por IND-1415-ASO también se ha
examinado la respuesta frente a la administracién de anfetamina. Este farmaco conduce a
la reversién del flujo de los transportadores vesiculares (VMAT2) y de los recaptadores de
monoaminas (DAT y NAT); asi, su administraciéon produce una liberacién de DA y NA
desde las vesiculas al espacio citosdlico, y a continuacién a la hendidura sinaptica (Eiden
& Weihe, 2011; Miller, 2011). De este modo, hemos comprobado que la menor expresion
de y-Syn conduce a una mayor respuesta frente a la anfetamina. Esto reafirma

nuevamente el papel de y-Syn como modulador negativo de DAT, tanto de su funcién



como su trafico hacia la membrana sindptica; sin embargo, no se puede descartar que y-
Syn también tenga algtiin rol en la modulacién de VMAT2 y el almacenamiento vesicular,
como si se ha demostrado respecto a a-Syn (Yavich et al., 2004; Surguchov, 2008;

Chadchankar et al., 2011; Alarcon-Aris et al., 2018).

Otro descubrimiento destacable acerca del modelo IND-1415-ASO ha sido la reduccién de
la expresion del transcrito de DAT en la SNc/VTA, correlacionada con el silenciamiento de
y-Syn. Este fenémeno no se ha observado anteriormente, en ningin estudio previo in vitro
o in vivo sobre y-Syn ni sobre el resto de sinucleinas, e incluso tampoco lo hemos
detectado en nuestro modelo de sobreexpresion inducido por AAV10-CMV. Sin embargo,
este efecto confirma la capacidad de y-Syn para modular la trascripcién de otras proteinas,
como se ha descrito en los estudios sobre sus efectos oncogénicos (Surguchov et al., 1999,
2001a; Surgucheva et al., 2003, 2006). No obstante, tampoco es descartable que la
modificacién en la expresién de DAT se deba a efectos indirectos por la interaccién de y-
Syn con otras proteinas o vias de sefializacién (Jiang et al., 2003, 2004; Al Sweidi et al.,

2012).

Los principales efectos sobre la neurotransmisiéon DA de la sobreexpresién o
silenciamiento de y-Syn en SNc/VTA se encontraron en la via nigroestriatal; sin embargo,
también se han observado algunas alteraciones menores en la via mesocortical. Aunque
no podemos descartar los efectos directos relacionados con el nivel de expresion de y-Syn
en las neuronas DA de la SNc o la VTA, obtenidos después de la sobreexpresiéon o el
silenciamiento, también es importante tener en cuenta las caracteristicas diferenciales de

las neuronas DA y sus proyecciones (Anderegg et al., 2015).

Se ha reportado que las neuronas DA del mesencéfalo no son homogéneas, sino que tienen
caracteristicas distintivas en cuanto a sus propiedades electrofisiolégicas, funcién y
vulnerabilidad (Surmeier et al., 2011, Schiemann et al., 2012). De hecho, utilizando
técnicas de resolucidn de célula Unica (single cell resolution) se han encontrado perfiles de
expresién génica heterogéneos (Chung et al., 2005; Brichta et al., 2015). Esto podria ser
plausible con los diferentes efectos observados entre la neurotransmisién DA
nigroestriatal y mesocortical, después de la alteracién por sobreexpresiéon y

silenciamiento de los niveles de y-Syn.



En este aspecto, también cabe considerar la funcién de las neuronas noradrenérgicas del
LC, cuyas proyecciones en la mPFC presentan mucha mayor densidad en comparacion
con las fibras DA de la VTA (Schroeter et al., 2000; Miner et al., 2003). Mediante la
estimulacién eléctrica de estas neuronas noradrenérgicas se ha comprobado que son
capaces de co-liberar NA y DA en la mPFC, pero no en el cuerpo estriado dorsal (Devoto et
al., 2001, 2005; Masana et al., 2011, 2012). En la presente tesis, tanto la administracién de
nomifensina como de anfetamina condujo a un incremento similar de los niveles de DA en
la mPFC de los ratones tratados con IND-1415-ASO o vehiculo. Esto sugeriria que la gran
contribucién de DA extracelular proveniente de las proyecciones noradrenérgicas desde el
LC hasta la mPFC estaria enmascarando el efecto del silenciamiento selectivo de y-Syn en

las neuronas DA de la SN¢/VTA.

En conjunto, los resultados sobre la neurotransmisién DA evaluada in vivo indican y
apoyan datos previos que muestran que tanto y-Syn como a-Syn son moduladores
negativos de la plasticidad monoaminérgica, alterando la funcién de los transportadores
de monoaminas como DAT, asi como los mecanismos de liberacién del neurotransmisor
(Abeliovich et al., 2000; Cabin et al., 2002; Anwar ef al., 2011; Alarcén-Aris et al., 2018). Sin
embargo, existen algunas diferencias respecto al nivel y vias de regulacion de la funcién
DA mediada por a- y y-Syn que serd necesario explorar en futuros estudios. Ademas, la
eficacia del silenciamiento de y-Syn inducido por IND-1415-ASO sugiere un potencial
terapéutico como una nueva aproximacion para la reduccién de y-Syn en las neuronas
monoaminérgicas o en las glutamatérgicas de la habénula, con un alto valor traslacional

en el tratamiento de las sinucleinopatias.



E. LA SOBREEXPRESION DE y-SINUCLEINA EN
LA SNc/VTA CONDUCE A ALTERACIONES
MOTORAS Y COGNITIVAS

Una de las ventajas que se han expuesto sobre el modelo de sobreexpresion AAV10-CMV-
y-Syn es que permite el aumento de la expresién de y-Syn en la SNc/VTA de modo estable y
sostenido. Por esto, también se aprovechd para caracterizar las posibles alteraciones

conductuales que pudieran estar relacionadas con el aumento de los niveles de y-Syn.

En primer lugar se evaluaron las capacidades motoras de los ratones AAV10 en diferentes
tiempos post-inyeccién. En la actividad locomotora y el uso de las patas delanteras no se
detecté ningln tipo de alteracidon en los ratones con sobreexpresion, a pesar de sus
diferencias en la neurotransmisién nigroestriatal. No existen estudios previos en modelos
animales en los que se examine la influencia del aumento de y-Syn en la funcién motora.
Sin embargo, en modelos knock-out para y-Syn no se han detectado alteraciones en las
pruebas de campo abierto (Senior et al., 2008); esto apuntaria a que la alteracién de los
niveles de y-Syn no tendria implicaciones en la actividad locomotora normal, tal como se

demuestra mediante este modelo de sobreexpresién.

No obstante, los ratones con sobreexpresion si que presentaron una peor coordinacion
motora en el test RotaRod acelerado. Este paradigma es relevante porque requiere un
entrenamiento previo y ademas es usado habitualmente para evaluar la sintomatologia en
los modelos animales de PD, ya que se asocia a la funcién DA nigroestriatal (Ulusoy et al.,
2012; Decressac et al., 2012; Oliveras-Salva et al., 2013; Cunha et al., 2016; Ghosh et al.,
2016). Esta peor coordinacién motora concuerda con la reduccién de la funcién DA
nigroestriatal que se ha expuesto anteriormente, y confirma de nuevo el papel de y-Syn
como un modulador fino de la neurotransmisién, de modo que las consecuencias a nivel
motor de su sobreexpresién se pondrian en evidencia frente a paradigmas de mayor

complejidad como el RotaRod, con necesidad de entrenamiento previo.

En relacién con la funcién cognitiva, los ratones con sobreexpresién también pasaron por
varias pruebas para evaluar sus capacidades de memoria y aprendizaje. Existen multiples
evidencias que apuntan a que la funcién DA modular las funciones cognitivas relacionadas

con el aprendizaje o la memoria a través de las proyecciones hacia zonas corticales o



subcorticales (Ott & Nieder, 2019; Conn et al., 2020). De este modo, es esperable que para

unas funciones cognitivas éptimas se requiera una neurotransmisién DA dptima.

En varios estudios se ha demostrado que las alteraciones la neurotransmision DA hacia la
mPFC o en elementos sinapticos de los terminales corticales pueden conducir a un
empeoramiento de la memoria a corto plazo o la memoria espacial en modelos murinos
(Glickstein et al., 2002; Puig et al., 2014; Duvarci et al., 2018). Esto concuerda con los
resultados en la funcién cognitiva de nuestro modelo AAV10, en el que hemos demostrado
una menor neurotransmision DA; asi, en los ratones con sobreexpresiéon de y-Syn
mostraron una peor memoria a corto plazo, evaluada mediante el test de reconocimiento
de objetos novedosos, y también en la memoria condicionada por miedo. Ademds, los
ratones AAV10 también presentaron una peor capacidad de aprendizaje espacial, tal como

se evalu6 en el laberinto acudtico de Morris.

En otros estudios con modelos de y-Syn se ha comprobado que su delecién en ratones se
relaciona con una mejora en la memoria a corto plazo en el test de evitacidn pasiva y con
un mejor aprendizaje espacial en el laberinto de Morris (Kokhan et al., 2013, 2018); de este
modo, en nuestro modelo demostramos la implicacién de y-Syn a través de su

sobreexpresién, con resultados opuestos en la funcién cognitiva.

En las funciones cognitivas, en especial en el aprendizaje espacial, también se debe
considerar la modulacién que ejerce el sistema DA sobre la funcién del hipocampo. En
concreto, se ha demostrado que la sefializacién DA contribuye en la plasticidad sinaptica
del giro dentado y la codificacién de la memoria, de modo que la alteracién de la
neurotransmisién DA también puede tener consecuencias en esta regién (Calabresi et al.,
2013; Du et al.,, 2016; Yang et al., 2017). En este modelo no se ha comprobado qué
consecuencias tiene la sobreexpresiéon de y-Syn sobre el hipocampo; sin embargo,
estudios previos del grupo han mostrado que la sobreexpresion de la forma humana de a-
Syn en la SNc/VTA mediante vectores AAV conduce a alteraciones en las fibras DA
observadas como engrosamientos axonales, que entre otras zonas también se han
detectado en el hipocampo y podrian constituir un indicio de alteracién en la modulacién
DA de funciones como la memoria o el aprendizaje espacial (Alarcon-Aris et al., 2020 en

revision).



En general, la evaluacién del fenotipo conductual en el modelo de sobreexpresién de y-
Syn se correlacionan con las alteraciones neuroquimicas observadas anteriormente, tanto
en el sistema nigroestriatal como el mesocortical. Ademas, se ha comprobado que en este
modelo las alteraciones neuroquimicas aparecen antes que los déficits conductuales. Este
patrén temporal también puede observarse en modelos de sobreexpresién de a-Syn, tanto
en las células DA de la SNc¢/VTA como en las serotoninérgicas del DR (Alarcén-Aris et al.,
2020 en revision; Alarcén-Aris et al., 2020 en preparacién). Ademds, también hemos
demostrado que estas alteraciones en la funcién motora y cognitiva no se puede atribuir a
la muerte de células TH* en el sistema DA nigroestriatal, sino a la alteraciéon de las
neuronas funcionalmente dafiadas, que por tanto deberan ser consideradas como un
objetivo para los futuros tratamientos. Por tanto, el modelo AAV10-y-Syn también
representaria una aproximacion util para el estudio del papel de y-Syn en el contexto de la
PD y otras sinucleinopatias, en especial de sus fases tempranas, considerando que la
aparicion de las alteraciones del modelo de sobreexpresion presenta el mismo perfil
temporal que la aparicién de sintomas en los pacientes (Kalia & Lang, 2015; Poewe et al.,

2017).

F. LAS MUTACIONES *A30P*A53T DE a-SYN
Y G2019S DE LRRK2 INDUCEN ALTERACIONES
DE LA NEUROTRANSMISION DA Y DEFICITS
DEL COMPORTAMIENTO EN RATONES

En el trabajo 2 de esta tesis utilizamos dos modelos murinos portadores de formas
humanas mutadas de a-Syn (aSyn*A30P*A53T) y LRRK2 (LRRK2*G2019S), para evaluar en
ellos la eficacia de la molécula IND-1233-ASO como un tratamiento potencial para la PD,

capaz de reducir la sintesis de a-Syn.

En este trabajo hemos descrito que el modelo aSyn*A30P*A53T presenta una expresion de
(h)-a-Syn en SNc¢/VTA y LC entre 3-4 veces mayor a la forma enddgena de a-Syn; ademas,

presentaron alteraciones en la neurotransmisién DA nigroestriatal y déficits motores. La



administracién de IND-1233-ASO redujo sus niveles de a-Syn, restaurando la
neurotransmision DA, pero sin efectos sobre la funcién motora. Por su parte, el modelo
LRRK2*G2019S presenté un ligero aumento de a-Syn en la SNc/VTA, junto con una
alteracién en la funcién DAT y una peor memoria a corto plazo, pero el IND-1233-ASO no

fue capaz de reducir la expresién de a-Syn en este modelo.

I. MODELO ASYN*A30P*A53T

En primer lugar, hemos caracterizado la expresion de las sinucleinas en el modelo
aSyn*A30P*A53T. Hasta la fecha se han desarrollado varios modelos transgénicos con
formas mutadas de a-Syn, sobre todo con las mutaciones A30P y/o A53T, pero sus
manifestaciones fenotipicas dependen en gran medida del promotor usado en el transgén
y de los niveles de expresion de la a-Syn (Hatami & Chesselet, 2015). En el caso de nuestro
modelo, el transgén de (h)-a-Syn se encuentra bajo el promotor de TH; otros modelos
desarrollados también han empleado este promotor para la introduccién de formas WT o
mutadas de a-Syn en ratones, de modo que se centran en la especial vulnerabilidad de las
neuronas DA en la patologia de la PD (Richfield et al. 2002; Thiruchelvam et al., 2004;

Wakamatsu et al. 2008).

Asi, en los ratones aSyn*A30P*A53T sélo hemos detectado la forma transgénica mutada de
a-Syn en los nucleos catecolaminérgicos (SNc/VTA y LC), cuyas células son positivas para
TH. Ademas, hemos demostrado que la expresion de la variante transgénica de a-Syn es
entre 3 y 4 veces mayor en la SN¢/VTA y el LC, en comparacién con los niveles de a-Syn
murina en estas dreas, mientras que no observamos cambios en la expresién de la a-Syn
murina endégena. Ambas caracteristicas concuerdan con estudios previos sobre este
modelo que confirman la mayor expresiéon de la (h)-a-Syn transgénica, asi como la
ausencia de alteraciones en la a-Syn endégena (Richfield et al., 2002; Unger et al., 2006).
Por tanto, esto apunta a que las alteraciones observadas en los ratones transgénicos sélo

estarian relacionadas con la presencia de la a-Syn transgénica.

No obstante, también cabe destacar la ligera disminucién de los niveles de expresion de y-

Syn en SNc¢/VTA y LC, donde se ha localizado la (h)-a-Syn. Actualmente no hay estudios



que muestren alteraciones en la expresién de y-Syn en modelos animales con las
mutaciones A30P y/o A53T, por lo que no podemos descartar la contribucién de la menor
expresion de y-Syn en las alteraciones conductuales y neuroquimicas que hemos evaluado

en el modelo aSyn*A30P*A53T.

Paralelamente, también comprobamos que en los ratones aSyn*A30P*A53T no hay
ninguna pérdida de células TH* en la SNc/VTA, al menos hasta los 4-5 meses de edad en los
que fueron examinados. La expresion de a-Syn transgénica bajo el promotor TH sélo se ha
asociado con la pérdida de células TH* en pocos estudios (Thiruchelvam et al., 2004;
Wakamatsu et al., 2008); no obstante, en el caso del modelo aSyn*A30P*A53T si se ha
apreciado una reduccién del nimero de neuronas DA a partir de los 12 meses de edad
(Kilpeldinen et al., 2019). En este trabajo, la ausencia de pérdida de neuronas en la
SNc/VTA de los ratones transgénicos también nos permite asegurar que los cambios
fenotipicos que observamos en el modelo se deben a la alteracién de neuronas

funcionalmente dafiadas, y no a la neurodegeneracién.

Cuando caracterizamos la neurotransmision DA nigroestriatal en los ratones
aSyn*A30P*A53T comprobamos que presentaron alteraciones en la liberacién de DA, de
modo que mostraron una menor concentracion de DA estriatal tras la infusién de un
agente despolarizante como la veratridina. Esto concuerda con la funcién propuesta para
a-Syn como un modulador negativo de los procesos de exocitosis y recarga de vesiculas
sinapticas (Sidhu et al., 2004; Oaks & Sidhu, 2011). En este caso, el nivel de expresiéon
aumentado de (h)-a-Syn estaria aumentando la inhibicién del trafico vesicular y de los
procesos de anclaje y fusién de las vesiculas mediados por las proteinas del complejo
SNARE (Burré et al., 2010; Nemani et al., 2010; Sulzer et al., 2010; Venda et al., 2010;
Almandoz-Gil et al., 2018). De este modo, los ratones presentarian esta menor liberacién
de DA estriatal, al igual que se ha comprobado en estudios previos con la sobreexpresion

de la forma WT de (h)-a-Syn (Alarcon-Aris et al., 2018).

Ademas, también cabe considerar el efecto de las mutaciones en la (h)-a-Syn en la
regulacién de las proteinas del complejo SNARE. No se han reportado cambios en la
interaccién entre la forma mutada a-Syn*A53T y las proteinas de anclaje y fusién
sindpticas (Burré et al., 2012), pero en modelos portadores de la forma a-Syn*A30P se ha

descrito una menor interaccién, que dificultaria el ensamblaje del complejo SNARE y el



anclaje de las vesiculas sindpticas (Piltonen et al., 2013). Por esto, no podemos descartar
que esta mutacién en el modelo aSyn*A30P*A53T esté contribuyendo a la disfuncién en la

liberacion de DA que observamos.

Por otra parte, los ratones aSyn*A30P*A53T presentaron una mayor respuesta frente a la
infusién de anfetamina, con unos niveles de DA extracelular més elevados en CPu. Este
resultado coincide con varios estudios que han examinado la respuesta ante la
administracién de anfetamina en este modelo murino, y que demuestran que los ratones
aSyn*A30P*A53T presentan una mayor liberacién de DA en edades tempranas, a pesar de
que sus niveles de DA basal extracelular y de DAT estriatal son normales (Richfield et al.,

2002; Kilpeldinen et al., 2019).

Algunos estudios indican que la forma mutada A30P de (h)-a-Syn tendria una menor
interaccion con las vesiculas sindpticas, y por tanto se reduciria su funcién de regulacién
del trafico vesicular (Yavich ef al., 2004, 2005; Piltonen et al., 2013). Ademas, la forma A30P
puede modular la funcién y trafico del transportador DAT de modo similar a la (h)-a-Syn
WT (Wersinger et al., 2003), pero se ha descrito que la mutacién A53T impide la
interaccion de (h)-a-Syn con DAT, de modo que no puede ejercer su papel de modulaciéon
sobre el transportador (Wersinger & Sidhu, 2003, 2005; Unger et al., 2006; Oaks et al., 2013).
Asi, ambas observaciones apuntan a que la forma mutada de (h)-a-Syn no seria capaz de
ejercer su papel modulador en los terminales DA, lo cual concuerda con la respuesta mas

pronunciada que hemos observado durante la administracién de anfetamina.

Estos resultados apoyan nuevamente el rol de a-Syn como un regulador de la funcién de
proteinas sindpticas como DAT o VMAT? y del trafico vesicular, e indican que se requieren
unos niveles de expresién normales y una funcién correcta de a-Syn para mantener la

homeostasis en la neurotransmisidén DA.

Por otro lado, en los ratones del modelo aSyn*A30P*A53T hemos detectado una menor
actividad locomotora en el test de campo abierto, lo que coincide con los estudios que han
utilizado concretamente este modelo (Rockenstein et al., 2002; Ikeda et al., 2009;
Kilpeldinen et al., 2019). Del mismo modo, en estudios con ratones transgénicos

portadores de la (h)-a-Syn con las mutaciones A30P o A53T también se han descrito



déficits en su actividad y coordinacién motora (Sotiriou et al., 2010; Oaks et al., 2013;

Paumier et al, 2013; Piltonen et al., 2013; Blesa & Przedborski, 2014).

Ademas, los ratones aSyn*A30P*A53T también han mostrado un comportamiento de tipo
ansioso en la caja de luz/oscuridad. Esta alteracién concuerda con los resultados descritos
en este modelo (Rockenstein et al., 2002; Kilpeldinen et al., 2019), y también con las
alteraciones de ratones portadores de (h)-a-Syn con las mutaciones A30P o A53T (Graham
& Sidhu, 2010; Oaks et al., 2013). Los mecanismos involucrados en el comportamiento de
tipo ansioso todavia no estdn claros, pero se ha descrito la implicacién de la funcién DA en
los mismos (Pogorelov et al., 2005), de modo que los déficits en la sintesis y liberacién de
DA conducen a un mayor comportamiento de tipo ansioso en los ratones (Farrell et al.,

2014).

En general, los ratones portadores de formas mutadas A30P o A53T de (h)-a-Syn no
desarrollan neurodegeneracién nigroestriatal, pero se han descrito algunas alteraciones
patoldgicas en sus neuronas DA, a causa de la toxicidad in vivo de la (h)-a-Syn (Tanji et al.,
2010; Tsika et al., 2010; Blesa et al., 2012; Farrell et al., 2013); sin embargo, en edades
tempranas (3-6 meses) no se ha detectado esta patologia en los ratones transgénicos
(Unger et al., 2006; Graham & Sidhu, 2010; Farrell et al., 2014). De este modo, los déficits
motores o la conducta de tipo ansiosa que observamos en los ratones aSyn*A30P*A53T de
4-5 meses de edad sélo pueden atribuirse a la alteracién de la neurotransmisién

nigroestriatal, a causa de la disfuncién de las neuronas DA.

La mayoria de los modelos transgénicos portadores de formas mutadas de (h)-a-Syn
presentan la limitacién de que sus déficits conductuales sélo se han observado en edades
avanzadas, mientras que la presencia de estas mutaciones en pacientes de PD conduce a
una apariciéon mds temprana de los sintomas (Stefanis, 2012). Sin embargo, en este estudio
demostramos que los ratones aSyn*A30P*A53T no sélo presentan cambios conductuales
tempranos sino también alteraciones en la funcién DA. Esto indicaria que la toxicidad de
la forma doblemente mutada de (h)-a-Syn empieza a edades tempranas, de modo similar a
otros estudios con estos ratones transgénicos (Ikeda et al., 2008; Kilpeldinen et al., 2019).
Asi; estos resultados indican que el modelo aSyn*A30P*A53T reproduce varios de los
sintomas tempranos de la PD y resulta una herramienta de especial utilidad frente al

desarrollo de terapias modificadoras de las sinucleinopatias.



II. MODELO LRRK2*G2019S

En este trabajo de tesis también se evaluaron los efectos sobre la neurotransmisién DA y
sobre el comportamiento en el modelo de ratén transgénico portador de la forma humana

de la proteina LRRK2 con la mutacién G2019S, a los 4-5 meses de edad.

La mutacion del gen LRRK2 es la causa genética mdas comun en los pacientes de PD,
persente en el 1-2% del total (Healy et al., 2008; Paisan-Ruiz et al., 2013; Rudenko &
Cookson, 2014; Konno et al., 2016). Las mutaciones mas frecuentes de LRRK2 son G2019S y
R1441C, aunque sus efectos en la patologia son heterogéneos y en la mayoria de
portadores de dichas mutaciones no llega a desarrollarse la enfermedad (Lee et al., 2017;

Domingo & Klein, 2018).

LRRK2 se ha visto implicada principalmente en la regulacion del trafico vesicular y la
dindamica de membranas y en las respuestas inmunoldgicas (Alessi & Sammler, 2018). Las
mutaciones G2019S y R1441C afectan a los dominios kinasa y GTPasa de la proteina
LRRK2, respectivamente, de modo que su actividad enzimatica se ve potenciada y se
desarrollan alteraciones en la dindmica vesicular y en los mecanismos autofagicos y
lisosomales (Roosen & Cookson, 2016; Liu et al., 2018; Purlyte et al., 2018). Concretamente,
LRRK2 puede modular estos procesos fosforilando las GTPasas Rab, que dirigen la
formacién y el movimiento de vesiculas a lo largo del citoesqueleto, asi como los procesos
de anclaje y fusion (Steger et al., 2016, 2017 ). En modelos celulares se ha comprobado que
la fosforilacién de las proteinas Rab por parte de LRRK?2 reduce la funcién de éstas en la
regulacién del trafico de membranas, lo cual se ha asociado con la degeneracién neuronal
(Jeong et al., 2018; Seol et al., 2019). Ademas, hay evidencias en pacientes de que la
disrupcién de la funcién de varias proteinas de la familia Rab y otros elementos
implicados en la regulacién de membranas se asocian causalmente con el desarrollo de

PD (Lai et al., 2015; Domingo & Klein, 2018; Purlyte et al., 2018).

En ratones se ha comprobado que LRRK? se localiza principalmente en axones y dendritas
del CPu, el tubérculo olfatorio y la corteza, dreas que se encuentran reguladas por el

sistema DA a través de sus vias nigroestriatal, mesolimbica y mesocortical (Melrose et al.,



2006, 2007; Lee et al., 2010). A pesar de esto, los ratones knock-out para LRRK2 son viables y
no desarrollan alteraciones en su funcién DA ni ninguna caracteristica patoldgica (Andrés-
Mateos 2009; Lin et al., 2009; Tong et al., 2010). Ademads, la mayoria de los modelos
portadores de formas como LRRK2*G2019S o LRRK2*R1441C tampoco presentan
alteraciones en la cantidad o estructura de las neuronas DA de la SNc o las neuronas
noradrenérgicas del LC (Blesa & Przedborski, 2014). No obstante, en estudios previos con
nuestro modelo -portador de la forma LRRK2*G2019S humana introducida mediante el
sistema BAC-, si se ha descrito una reduccién moderada de la DA estriatal junto a déficits

motores en edades avanzadas (Li et al., 2009, 2010; Melrose et al., 2010; Winner et al., 2011).

En nuestro modelo hemos comprobado que la expresién de a-Syn presenta niveles de
expresion ligeramente elevados en la SN¢/VTA de los ratones LRRK2*G2019S. Teniendo en
cuenta todas las consecuencias descritas a causa de la presencia de la proteina LRRK2
mutada, es especialmente relevante la deteccién de los niveles de expresién aumentados
de a-Syn, que por su funcién moduladora en la neurotransmisién DA podria estar
contribuyendo a las alteraciones desarrolladas en estos ratones. En nuestro estudio hemos
examinado los ratones transgénicos en edades tempranas; no obstante, también cabe
destacar que en ratones LRRK2*G2019S envejecidos se ha descrito que la mutacién puede
aumentar la toxicidad inducida por a-Syn (Longo et al., 2017; Novello et al., 2018; Bieri et

al., 2019).

Cuando evaluamos la funcién DA nigroestriatal en los ratones LRRK2*G2019S observamos
una alteracién en la funcién de DAT, de modo que la administracién de nomifensina
provocod un aumento mayor de la DA en CPu. En varios modelos murinos con formas
mutadas de LRRK2 se han descrito alteraciones moderadas en las neuronas DA de la
SNc/VTA y en los niveles de DA estriatal, aunque los resultados varian en funcién de la
edad de los ratones (Li et al., 2010; Melrose et al., 2010; Herzig et al., 2011; Blesa &
Przedborski, 2014; Volta et al., 2017). Concretamente, se ha descrito que los niveles de DAT
se encuentran aumentados en los terminales DA estriatales de ratones LRRK2*G2019S
(Karuppagounder et al., 2016; Longo et al., 2017), lo cual concuerda con la mayor
capacidad de nomifensina para aumentar los niveles de DA extracelular que hemos

observado en este trabajo. Incluso, esta alteraciéon en nuestro modelo reproduce la mayor



recaptacion de DA estriatal que se ha detectado en humanos portadores de la mutaciéon

G2019S en el gen LRRK2, previamente a la aparicién de sintomas de PD (Sossi et al., 2010).

Por otro lado, en los ratones LRRK2*G2019S no hemos observado alteraciones en sus
funciones motoras ni un comportamiento de tipo ansioso o depresivo. En los modelos
murinos portadores de formas mutadas de LRRK2 hay una alta variabilidad en las
evaluaciones conductuales, lo cual dificulta su interpretacion (Volta & Melrose, 2017). En
el comportamiento motor, nuestros resultados concuerdan con estudios en los que no se
detectan diferencias en la actividad locomotora o en la coordinacién motora de ratones
LRRK2*G2019S (Lin et al., 2009; Herzig et al., 2012), aunque en algunos casos se ha
detectado una hiperactividad moderada en edades avanzadas de los ratones (Melrose et al.,

2010; Volta et al., 2015).

No obstante, si hemos detectado una menor memoria a corto plazo en los ratones
LRRK2*G2019S, evidenciada en el test de reconocimiento de objetos novedosos. A pesar de
la importancia de la sintomatologia no motora en la PD, hay pocos estudios que examinen
las funciones cognitivas en estos modelos, pero si se ha descrito un deterioro en la
memoria de reconocimiento en el modelo LRRK2*G2019S con el potenciador BAC
(Beccano-Kelly et al., 2015; Volta et al., 2015), lo cual es consistente con las anormalidades
en la funcién DA estriatal que hemos descrito anteriormente. Ademas, en el déficit
cognitivo que observamos tampoco podemos descartar la contribucién de las alteraciones
en la plasticidad sinaptica hipocampal que se han descrito en estos ratones (Sweet et al.,

2015; Adeosun et al., 2017).

En conjunto, el estudio de los ratones LRRK2*G2019S también ha aportado informacién
sobre el rol de LRRK2 y las consecuencias de su mutacién en la funcién DA y el
comportamiento. Aunque los modelos LRRK2 aun presentan limitaciones como la
ausencia de neurodegeneracién dependiente de la edad, sus caracteristicas permiten
explorar los mecanismos mas tempranos de la patologia y explorar nuevas terapias

modificadoras de la PD, especialmente en las fases preclinicas de la enfermedad.



G.LA ADMINISTRACION DE IND-1233-ASO EN EL
MODELO MURINO aSYN*A30P*A53T REVIERTE
LAS ALTERACIONES EN LA NEUROTRANSMISION
DA, PERO NO EL FENOTIPO CONDUCTUAL

Los modelos murinos transgénicos aSyn*A30P*A53T y LRRK2*G2019S también se usaron
para evaluar la eficacia del tratamiento con IND-1233-ASO. Esta molécula fue disefiada
para presentar homologia con el mRNA de a-Syn de ratdn, rata, mono y humano; en
estudios previos del grupo de investigacion ha sido evaluada en ratones normales y monos
Rhesus envejecidos, y en ambos casos su administracién ha permitido silenciar la
expresion de a-Syn selectivamente en las neuronas monoaminérgicas (Alarcon Aris et al.,
2018). Ademas, usando la misma estrategia también se ha disefiado un ASO conjugado,
IND-1337-AS0, capaz de reducir exclusivamente la expresion de la (h)-a-Syn clonada en un
modelo de sobreexpresion inducido por AAV5-CBA-(h)-a-Syn en las neuronas DA de la
SNc/VTA (Alarcén-Aris et al., 2020 en revision), y también en las neuronas serotoninérgicas

del DR (Alarcén-Aris et al., 2020 en preparacion).

En los ratones aSyn*A30P*A53T, el tratamiento con IND-1233-ASO durante 28 dias por via
intracerebroventricular permitié una reduccién selectiva de alrededor del 40% de los
niveles de expresion del mRNA de (h)-a-Syn en la SNc¢/VTA y el LC, y también una
disminucién de los niveles de proteina (h)-a-Syn en la SN¢/VTA. De este modo, hemos
demostrado la capacidad de IND-1233-ASO para reducir la expresién de la forma humana
de a-Syn, y en este caso de su forma mutada *A30P*A53T. También hemos observado que
no se han producido cambios en la expresiéon de la forma enddégena de a-Syn en estos
ratones, a pesar de la homologia de IND-1233-ASO por ambas formas. Sin embargo, la
expresion de (h)-a-Syn es 3-4 veces superior a la forma endégena de a-Syn, de modo que es
esperable que la mayoria de moléculas ASO internalizadas por las neuronas DA y NA estén

siendo procesadas para el silenciamiento del transcrito de (h)-a-Syn.

Por otro lado, en estudios previos hemos reportado la seguridad bioldgica de la molécula
IND-1233-ASO empleada para el silenciamiento de la a-Syn murina (Alarcén-Aris et al.,
2018). En el modelo aSyn*A30P*A53T no hemos apreciado ninguna modificacién en el

numero de células TH* de la SN¢/VTA en los ratones administrados con IND-1233-ASO0, de



modo que la reduccién del 40% de los niveles de (h)-a-Syn tampoco estaria induciendo
neurotoxicidad en la SNc/VTA. Estos resultados contrastan con estudios en los que se
alcanza una reduccién mds pronunciada de a-Syn empleando shRNA mediante vectores
AAV, ya que en estos casos si se ha reportado degeneracién de las neuronas DA y
denervacién de los terminales estriatales (Gorbatyuk et al., 2010; Khodr et al., 2011; Collier
et al., 2016). Asi, nuestros resultados aportan una informacién importante en el contexto
del desarrollo de terapias modificadoras de las sinucleinopatias, y confirman evidencias
previas de que la terapia con oligonucleétidos antisentido no basados en vectores viricos
para modificar la expresién de (h)-a-Syn resulta biolégicamente mas segura y menos

inmunogénica que las aproximaciones con AAV (Hardee et al., 2017).

Por otra parte, el silenciamiento de (h)-a-Syn en los ratones aSyn*A30P*A53T también ha
conseguido revertir las alteraciones en la neurotransmisién DA nigroestriatal. Asi, en los
ratones transgénicos tratados con IND-1233-ASO ha aumentado la liberacién de DA
dependiente de despolarizacién, y se ha observado un menor aumento de DA extracelular
durante la administracién de anfetamina. Considerando el papel de a-Syn sobre la
neurotransmisién DA, la administraciéon sostenida de IND-1233-ASO muestra asi su
eficacia para revertir los déficits en la funcién DA nigroestriatal, en este caso inducidos
por la expresién de (h)-a-Syn con las mutaciones *A30P*A53T. En estudios previos del
grupo también se han observado estos mismos resultados en un modelo de
sobreexpresién AAV5-(h)-a-Syn, empleando un oligonucleétido especifico para la forma
clonada de (h)-a-Syn en el vector virico (IND-1337-ASO) (Alarcén-Aris et al., 2020 en

revision; 2020 en preparacion).

No obstante, la administracién de IND-1233-ASO no consiguié revertir las alteraciones en
la funcién motora y el comportamiento de tipo ansioso en los ratones aSyn*A30P*A53T.
No hay estudios previos que examinen las consecuencias conductuales de la reduccién de
(h)-a-Syn en este modelo transgénico. Debe tenerse en consideracion que el transgén de
aSyn*A30P*A53T bajo el promotor de TH se expresa en las neuronas DA y NA de los
ratones desde el nacimiento y no en un momento puntual de la edad adulta como en los
modelos utilizando vectores AAV, lo cual sugiere adaptaciones de los circuitos DA y NA.

Estos resultados evidencian la limitaciéon de la administracién de IND-1233-ASO para



modificar el fenotipo comportamental, al menos en las dosis y/o tiempo de administracién

empleadas en este trabajo.

Para finalizar, también se aplicé el mismo tratamiento con IND-1233-ASO sobre el modelo
LRRK2*G2019S, en los que la expresion de a-Syn se encuentra aumentada en la SNc/VTA.
Sin embargo, tras 28 dias de administracién no se observé ninglin cambio en la expresion

de la a-Syn enddgena respecto a los transgénicos tratados con vehiculo.

No obstante, teniendo en consideracién que la proteina LRRK2 se ha visto implicada
principalmente en la dindmica de membranas y el trafico endosomal (Roosen et al., 2016;
Blanca-Ramirez et al., 2017; Hur et al., 2019), es posible que la mutacién LRRK2*G2019S
también esté afectando la acumulacién e internalizacién de IND-1233-ASO en las neuronas
monoaminérgicas, conduciendo a la ausencia de efecto del oligonucleétido para reducir la
sintesis de a-Syn enddgena en las mismas. De hecho, en ratones normales y en monos
envejecidos, nosotros demostramos que la molécula IND-1233-ASO fue capaz de reducir la
expresion de a-Syn enddgena en los nicleos monoaminérgicos con una funciéon normal de
las proteinas Rab, e incluso hemos identificado ASOs conjugados colocazalizando con las
proteinas Rab5 y Rab7 en endosomas tempranos y tardios (Alarcon-Aris et al., 2018, 2020).
Por lo tanto, puede considerarse que la accién de la forma mutada de LRRK? en el modelo
murino esté alterando la internalizacién del IND-1233-ASO e impidiendo su efecto de

silenciamiento.

En conjunto, el trabajo 2 ha proporcionado informacién relevante sobre el efecto de las
mutaciones A30P y A53T en el gen de a-Syn y de la mutacién G2019S en LRKK2 en el
contexto de los modelos de sinucleinopatias. Ademds, al menos en el modelo
aSyn*A30P*A53T también se ha demostrado el potencial terapéutico y las limitaciones del
IND-1233-ASO sobre la (h)-a-Syn, mostrando que es capaz de reducir su expresién en las
neuronas monoaminérgicas y revertir sus efectos sobre la funcién DA, aunque no sus

consecuencias conductuales.
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v -Syn se expresa de manera abundante y selectiva en los nicleos monaminérgicos
de la substantia nigra compacta, area tegmental ventral, rafe dorsal y locus coeruleus,
asi como en el nicleo lateral de la habénula de ratén. Sin embargo, los niveles del
mRNA de v7-Syn son escasos o nulos en el resto de regiones corticales o

subcorticales.

La proteina vy -Syn regula la neurotransmisién DA nigroestriatal y en menor medida
la mesocortical, interactuando al menos con las vesiculas sinapticas y el
transportador DAT. Mientras que el incremento de la expresién de y -Syn reduce la
liberacion vesicular de DA y altera el mecanismo de recaptacion de DA mediado por

DAT, la disminucion de los niveles celulares de vy -Syn facilita la funciéon de DAT.

La administracién local aguda de la molécula IND-1415-ASO reduce selectivamente
la expresion de v -Syn en las neuronas DA de la SN¢/VTA. La administracion
intracerebroventricular sostenida de IND-1415-ASO reduce la expresion de y -Syn en

las neuronas monoaminérgicas de la SN¢/VTA, DRy LC.

El silenciamiento de la expresién de y -Syn se correlaciona con la reduccion de los
niveles de expresion de DAT en la SN¢/VTA. Ademas, la reduccién sostenida de los
niveles de y-Syn durante 14 dias en los nicleos monoaminérgicos conduce a un

aumento de la expresion de § -Syn en estas areas.



La sobreexpresion de la forma murina de y -Syn en la SN¢/VTA de ratén mediante un
vector AAV10 recapitula algunos sintomas de la PD y las sinucleinopatias como una
menor neurotransmision DA y el posterior deterioro en las funciones motoras y
cognitivo-afectivas. Aunque el modelo no presenta indicios de neurodegeneracidn,
muestra utilidad para examinar nuevas dianas de acciéon terapéuticas en fases

tempranas de las sinucleinopatias.

La expresion de de (h)-«-Syn con las mutaciones A30P y A53T en ratones
transgénicos conduce a alteraciones en la liberacion y recaptacion de DA en el
circuito nigroestriatal junto con deterioros de la actividad motora y el fenotipo
emocional. La administracion intracerebroventricular de IND-1233-ASO reduce la
expresion de la (h)-«a-Syn en este modelo murino, revirtiendo el fenotipo

neuroquimico pero no las deficiencias conductuales.

La expresion de la forma humana del gen LRRK2 con la mutacién G2019S en ratones
transgénicos deja niveles ligeramente aumentados de «-Syn en la SN¢/VTA, junto
con la alteracién de la recaptacion de DA en el sistema nigroestriatal y un
empeoramiento de memoria a corto plazo. La administracion sostenida de IND-1233-

ASO no modifica la expresion de de « -Syn.
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