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“Y una vez que la tormenta 
termine no recordarás cómo lo 

lograste, cómo sobreviviste. 
Ni siquiera estarás seguro si la 

tormenta ha terminado 
realmente. Pero una cosa sí es 
segura. Cuando salgas de esa 

tormenta no serás la misma 
persona que entró en ella. De 

eso se trata la tormenta.” 

 

Kafka en la orilla 
Haruki Murakami 
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1. ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 

1.1. Paralysis agitans: aspectos históricos de la enfermedad de 

Parkinson 

   

The first symptoms are a slight sense of weakness, with a proneness to trembling 

in some particular part; sometimes in the head, but most commonly in one of the 

hands and arms […].  

But as the malady proceeds […] the propensity to lean forward becomes 

invincible, and the patient is thereby forced to step on the toes and fore part of 

the feet, whilst the upper part of the body is thrown so far forward as to render it 

difficult to avoid falling on the face. […] In some cases it is found necessary 

entirely to substitute running for walking; since otherwise the patient, on 

proceeding only a very few paces, would inevitably fall. 

 

An Essay on the Shaking Palsy 

James Parkinson, 1817 

 

En junio del año 1817 James Parkinson publicó An Essay on the Shaking Palsy 

(Un Ensayo sobre la Parálisis Agitante), donde recogía sus observaciones sobre 

un grupo de pacientes que mostraban temblores en reposo, lentitud o 

ausencia de movimientos (bradicinesia o acinesia) e, incluso, dificultades para 

andar (Parkinson, 1817). Aunque estas fueron las primeras observaciones de la 

entonces llamada paralysis agitans, no fue renombrada como enfermedad de 

Parkinson (EP) y descrita en profundidad hasta 50 años después, cuando 

William Rutherford Sanders y Jean-Martin Charcot acuñaron el término y 

establecieron la base clínica de la enfermedad (Sanders, 1865; Charcot, 1875; 

Goedert and Compston, 2018). 
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A finales del siglo XIX, sin embargo, la patología subyacente era todavía 

completamente desconocida. En 1893 se señaló por primera vez a la 

substantia nigra pars compacta (SNc) como región cerebral afectada en la EP, 

cuando Paul Blocq y Georges Marinesco detectaron, en un paciente con 

temblores en reposo en su lado izquierdo, un granuloma en el pedúnculo 

cerebral derecho, el cual estaría afectando a la SNc (Blocq and Marinesco, 

1893). La importancia de esta región llegó 20 años después, cuando 

Konstantin Trétiakoff publicó sus observaciones, en las cuales la SNc de los 

pacientes de EP mostraba una despigmentación macroscópica como 

consecuencia de la pérdida de neuronas dopaminérgicas que contienen 

neuromelanina, el pigmento que aporta la coloración oscura a esta región 

(Trétiakoff, 1919). Esta sería la primera descripción de los cambios 

neuropatológicos en la SNc de pacientes con EP. Otra de las características 

neuropatológicas clave se había descrito tan solo unos años antes por 

Friedrich Heinrich Lewy, que reportó unos acúmulos proteínicos en las 

neuronas (Lewy, 1913), los cuales se renombraron como cuerpos de Lewy por 

Gonzalo Rodríguez Lafora (Lafora, 1913) y el propio Trétiakoff, que los había 

detectado en la SNc de los pacientes. 

 

Otros hitos en la historia de la EP fueron el descubrimiento de la dopamina 

como neurotransmisor, que hasta ese momento era considerada un precursor 

de la adrenalina y la noradrenalina, y el descubrimiento de la vía nigroestriada 

durante la segunda mitad del siglo XX. Primero se detectó la presencia de 

dopamina en el cerebro de vertebrados, siendo el estriado la región de mayor 

concentración (Montagu, 1957; Carlsson et al., 1958) y, además, se le asignó 

por primera vez un papel funcional a este neurotransmisor: el control motor 

(Carlsson et al., 1957). El descubrimiento de la vía nigroestriada se posibilitó 

gracias a una serie de experimentos de lesión, que relacionaron 
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anatómicamente al estriado dorsal con la SNc (Dahlstroem and Fuxe, 1964; 

Anden et al., 1965). Estos estudios permitieron determinar que el estriado 

dorsal contenía los terminales de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, y 

dieron paso a la aparición del modelo de las vías directa e indirecta del 

movimiento tal y como lo conocemos hoy (página 12). 

 

El siguiente gran avance en la neuropatología de la EP tuvo relación con la 

serendipia, cuando se puso por primera vez el foco en la mitocondria como 

orgánulo clave en esta patología. En 1983, Langston y colaboradores 

observaron un grupo de heroinómanos que había desarrollado una serie de 

síntomas prácticamente indistinguibles de la EP, tras inyectarse un 

contaminante en el procesado de heroína sintética, la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 

tetrahidropiridina (MPTP) (Langston et al., 1983). Estudios posteriores 

determinaron que era un metabolito derivado, el MPP+, el que se acumulaba 

en la matriz mitocondrial inhibiendo el complejo I de la cadena de transporte 

de electrones (CTE), inhibición que también fue observada en la SNc de 

pacientes con EP (Schapira et al., 1990). El descubrimiento del mecanismo de 

acción del MPTP supuso un antes y un después en la investigación en EP, ya 

que abrió la puerta al establecimiento de modelos neurotóxicos que han 

trascendido hasta nuestros días. 

 

Los esfuerzos en los años posteriores se centraron en determinar el origen y 

las causas de la EP, descubriéndose varios de los genes implicados y factores 

de riesgo más importantes en la etiología de esta enfermedad. Los casos de 

EP monogénicos, aunque minoritarios, permitieron el avance en la 

comprensión de las causas subyacentes a la neurodegeneración en la EP 

(página 9). 
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Desde aquel primer ensayo de James Parkinson han pasado más de dos siglos 

de investigación en esta enfermedad, que se ha erigido como la segunda 

enfermedad neurodegenerativa más común, solamente por detrás de la 

enfermedad de Alzheimer (más información en las revisiones de Przedborski, 

2017; Del Rey et al., 2018, con motivo del bicentenario de Un Ensayo sobre la 

Parálisis Agitante). 

 

1.2. Epidemiología, síntomas y neuropatología 

La EP es una enfermedad neurodegenerativa, crónica y de avance lento que 

afecta a más de 6 millones de personas en todo el mundo (GBD 2016 

Parkinson’s Disease Collaborators, 2018). De hecho se estima que, en 2040, se 

alcancen los 13 millones de afectados globalmente (Dorsey and Bloem, 2018). 

Aunque la EP de inicio temprano (<40 años) es infrecuente, un 25 % de los 

individuos afectados es menor de 65 años, y alrededor de un 10 % de 

pacientes son menores de 50 años (Bloem et al., 2021). Entre los 60 y los 90 

años su incidencia se multiplica de 5 a 10 veces, lo que la convierte en el 

trastorno de movimiento más común (Poewe et al., 2017). 

 

Las características clave en la EP incluyen la muerte selectiva de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNc, una porción del mesencéfalo implicada en el 

control del movimiento (página 12). Como consecuencia de ello los pacientes 

muestran los síntomas motores más característicos de la EP, como son el 

temblor en reposo, la rigidez y la bradicinesia, cuya aparición va ligada al 

diagnóstico de la enfermedad. No obstante, estos síntomas están precedidos 

por otros de tipo no motor que incluyen trastornos en la conducta del sueño, 

pérdida de la capacidad olfativa, problemas digestivos como estreñimiento e, 

incluso, depresión y ansiedad. En fases más avanzadas de la EP los síntomas 

motores se complican y aparecen la inestabilidad postural, la dificultad para 
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andar y la disfagia, pero también pueden aparecer síntomas psicóticos, como 

alucinaciones o demencia (Kalia and Lang, 2015; Poewe et al., 2017). Aunque 

estos son los síntomas más típicos cabe remarcar que la EP no constituye una 

entidad única, sino que cada paciente manifiesta síntomas y patrones de 

progresión muy variables incluso bajo el mismo desencadenante; de modo 

inverso, distintas causas pueden generar clínicas similares, a las que nos 

referimos como síndromes parkinsonianos o parkinsonismos (Bloem et al., 

2021). 

 

Como se ha nombrado anteriormente, otra de las claves neuropatológicas de 

la EP es la presencia de inclusiones intracelulares en las neuronas que 

sobreviven, los llamados cuerpos de Lewy, unos agregados esféricos y muy 

eosinofílicos (indicador de estructuras básicas) en cortes histológicos teñidos 

con hematoxilina-eosina (Fares et al., 2021). Estos agregados se detectaron en 

regiones clave de la EP y, en 1997, se determinó que el principal componente 

de los cuerpos de Lewy era la proteína α-sinucleína (αSyn) (Spillantini et al., 

1997, 1998). Estas observaciones llevaron a que, en 2003, Braak postulara su 

hipótesis de transmisión de αSyn en pacientes con EP esporádico. Según esta 

hipótesis, la acumulación y transmisión de αSyn se desencadenaría, tras la 

infección de un agente patógeno, desde el intestino o bulbo olfatorio y 

avanzaría hasta alcanzar el sistema nervioso central, a través de neuronas 

conectadas sinápticamente (Braak et al., 2003). Esta transmisión secuencial de 

cuerpos de Lewy se correlacionaría con la aparición de los distintos síntomas, 

habiendo seis estadios que explicarían la progresión de la enfermedad (Figura 

1). Congruente con este modelo de transmisión, αSyn se encontró, tras 

décadas, en cuerpos de Lewy de neuronas trasplantadas en pacientes con EP 

(Kordower et al., 2008; Li et al., 2008), lo cual llevó a atribuir a αSyn un 

comportamiento de propagación priónica (Olanow and Prusiner, 2009). Un 
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estudio reciente abordó la cuestión del inicio de la transmisión patológica de 

αSyn, e identificó dos tipos de EP en base al patrón de progresión de la 

enfermedad. En el llamado tipo body-first la disfunción comienza a nivel 

intestinal, en línea con la hipótesis de Braak; en el brain-first, en cambio, la 

disfunción comienza a nivel cerebral, en la vía nigroestriada, y termina 

afectando al sistema nervioso periférico autónomo (Horsager et al., 2020).

Figuraa 1.. Correlaciónn dee síntomass yy neuropatologíaa dee laa EPP segúnn ell modeloo dee Braak. El modelo 
propone que la transmisión se desencadene en el bulbo olfatorio o en el nervio vago (indicados 
en amarillo). Aparecen coloreados los órganos donde se han reportado acúmulos de αSyn y por 
donde podría avanzar la transmisión procedente del intestino por el nervio vago. El avance de la 
patología con cuerpos de Lewy se muestra en distintas tonalidades de violeta, correspondientes a 
los estadios del modelo de Braak. En recuadros coloreados por estadios se muestran algunos de
los síntomas más comunes, junto a sus sustratos anatómicos. En círculos aparecen regiones con 
pérdida neuronal en el sistema nervioso central. DMV: núcleo motor dorsal del nervio vago; LC: 
locus coeruleus; RNc: núcleo caudal del rafe; RNr: núcleo rostral del rafe; SNc: substantia nigra 
pars compacta. Imagen creada con BioRender.

Aunque el modelo de Braak todavía genera controversias al no cumplirse en 

todos los casos, sentó los precedentes para los posteriores estudios sobre la 
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transmisión célula-célula de αSyn, además de proponer una serie de 

características compartidas por las neuronas afectadas que les conferirían una 

vulnerabilidad selectiva, como tener axones de gran tamaño no mielinizados, 

un cierto patrón de actividad neuronal o elevados niveles de estrés oxidativo. 

Este sería el caso de poblaciones neuronales como las neuronas del locus 

coeruleus, del núcleo motor dorsal del nervio vago, de los núcleos del rafe o 

las neuronas colinérgicas del núcleo pedunculopontino, todas ellas 

poblaciones neuronales afectadas en la EP (Surmeier et al., 2017).  

 

1.3. Etiología 

1.3.1. Factores genéticos 

La EP es una enfermedad mayoritariamente esporádica, es decir, de aparición 

espontánea sin una causa genética conocida. Sin embargo, entre el 5 % y 10 

% de los casos son familiares y han permitido identificar genes clave para 

comprender la fisiopatología subyacente en los últimos 20 años (Poewe et al., 

2017). Se han identificado más de 20 loci y 19 genes causantes de EP, aunque 

los genes asociados a ciertos loci PARK no han sido identificados todavía. Por 

otro lado, algunos de los genes considerados como causantes de EP (UCHL1, 

GIGYF2, EIF4G1, HTRA2, TMEM230, DNAJC13 y CHCHD2) están aún en debate 

por la novedad o falta de reproducibilidad del estudio que los identificó como 

tal  (Del Rey et al., 2018; Blauwendraat et al., 2020) (Tabla 1). 

 

Aunque la EP familiar suele resultar en formas de aparición más temprana y 

de progresión más rápida en comparación a la EP esporádica, se ha visto que 

existe un solapamiento a nivel genético entre ambas. De hecho, algunas de las 

variantes asociadas a formas familiares de EP se han encontrado en pacientes 

con EP esporádica, siendo este el caso de ciertas variantes en el gen SNCA, 

que codifica la proteína αSyn y es la primera causa descrita de formas 
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familiares, y el gen LRRK2, que constituye la causa genética que explica mayor 

número de casos (Redenšek et al., 2017).

Tablaa 1. Principaless determinantess genéticoss dee laa EP.

AD: herencia autosómica dominante; AR: herencia autosómica recesiva. *Penetrancia incompleta
(información extraída de Hunn et al., 2015; Del Rey et al., 2018; Blauwendraat et al., 2020).
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Así pues, más que de EP monogénica o familiar y esporádica, hablaríamos de 

una enfermedad con múltiples contribuyentes genéticos, de forma que existen 

por un lado variantes infrecuentes de alta penetrancia (causando lo que 

llamaríamos EP monogénica) y, por otro, factores genéticos que 

incrementarían el riesgo a desarrollar la enfermedad, sin ser necesarios o 

suficientes por sí solos para causarla. A estas contribuciones genéticas habría 

que sumarles, además, los factores ambientales, que podrían desplazar la 

balanza hacia padecer o no la EP (Blauwendraat et al., 2020). 

 

Los genes causantes o determinantes de riesgo en la EP codifican proteínas 

que participan en procesos celulares a priori muy dispares. Sin embargo, 

podríamos agrupar muchos de ellos en tres categorías celulares, que ponen 

de manifiesto su relevancia en la enfermedad: (i) procesos de tráfico de 

membranas (vía endosomal y/o dinámica vesicular presináptica), (ii) procesos 

de degradación y (iii) homeostasis mitocondrial (Smolders and Van 

Broeckhoven, 2020) (Tabla 1). 

 

1.3.2. Factores ambientales 

El principal factor de riesgo para la EP es la edad, aunque existen otros 

factores que juegan un papel en su etiología. El hecho de que exista un mayor 

número de hombres afectados que de mujeres sugiere que puede haber 

algún tipo de influencia hormonal en la predisposición a la EP. A raíz de ello, 

las mujeres están infrarrepresentadas en los ensayos clínicos a pesar de sufrir 

más discinesias y fluctuaciones motoras. Los ambientes rurales, debido a la 

exposición incrementada a herbicidas y pesticidas, han demostrado en 

estudios epidemiológicos producir un mayor riesgo de EP, así como la dieta, 

las infecciones virales o la exposición a metales pesados (Bloem et al., 2021). 
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Por otro lado, entre los factores que reducen el riesgo de padecer EP se 

encuentran el consumo de tabaco y café, el uso de fármacos antiinflamatorios 

y la actividad física, aunque no está del todo claro si estas asociaciones son 

causales o están relacionadas con otros factores como los niveles de 

dopamina (Kalia and Lang, 2015; Bloem et al., 2021).

1.4. Controll dell movimientoo 

1.4.1. El circuito motor de los ganglios basales

Los síntomas motores más característicos de la EP tienen su origen en una 

disfunción del circuito encargado del control del movimiento en el cerebro. 

Este circuito está formado por los ganglios basales, un conjunto de estructuras 

subcorticales interconectadas que engloban al estriado y al globo pálido 

interno (GPi) y externo (GPe), aunque actualmente pueden referirse también a 

los núcleos relacionados: el núcleo subtalámico, la SNc y la substantia nigra 

pars reticulata (SNr) (Figura 2). Asociados originariamente con el control 

motor, hoy se sabe que estos ganglios pueden subdividirse en dominios 

implicados en tres circuitos paralelos: el circuito motor, el circuito asociativo

(cognitivo) y el circuito límbico (emocional) (Obeso et al., 2014).

Figuraa 2.. Localizaciónn dee loss ganglioss basaless enn ell cerebroo murinoo yy humano. CPu: núcleo 
caudado y putamen; GP: globo pálido; GPe: globo pálido externo; GPi: globo pálido interno; NST: 
núcleo subtalámico; SNc: substantia nigra pars compacta. Imagen creada con BioRender.
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El modelo clásico del circuito motor de los ganglios basales se describió a 

finales de 1980 y principios de 1990, y contribuyó en gran medida a la 

comprensión del papel de la dopamina en el control motor. Este modelo 

subdivide al circuito motor en las vías directa e indirecta del movimiento 

(McGregor and Nelson, 2019) (Figura 3A): 

o En la vía directa, las neuronas dopaminérgicas de la SNc proyectan 

sus axones al estriado dorsal, donde hacen sinapsis con las llamadas 

neuronas espinosas medianas (MSN) que expresan receptores de 

dopamina D1 (MSND1). La activación de estas neuronas hace que el 

GPi reduzca su inhibición sobre el tálamo, que de este modo podrá 

activar a la corteza y promover el movimiento. 

o En la vía indirecta, las neuronas dopaminérgicas de la SNc proyectan 

sus axones al estriado dorsal, pero en este caso hacen sinapsis con las 

MSN con receptores de dopamina D2 (MSND2). La vía indirecta 

generaría una activación de los ganglios basales, a través del GPe y el 

núcleo subtalámico, que termina inhibiendo al tálamo y suprimiendo 

el movimiento. Sin embargo, a diferencia de la vía directa, la 

dopamina tendría un efecto inhibidor sobre las MSND2, de forma que 

se inactivaría la vía indirecta y se activaría la directa, con un resultado 

neto de promoción del movimiento. 

 

En pacientes con EP los síntomas motores aparecen cuando se alcanza un 

umbral, en el cual hay una pérdida del 80 % de axones dopaminérgicos en el 

estriado y del 50 % de somas dopaminérgicos en la SNc (Kurowska et al., 

2016). En estos pacientes la vía directa del movimiento se hipoactiva, mientras 

que la indirecta está hiperactivada. En esta situación, el GPe se encuentra 

sobreinhibido, mientras el núcleo subtalámico y el GPi se sobreactivan 
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causando una inhibición talamocortical y, en última instancia, del movimiento 

(Obeso et al., 2014) (Figura 3B). 

 
Figura 3. Esquema simplificado de las vías directa e indirecta del movimiento en un cerebro sano 
(A) y en un cerebro con EP (B). El funcionamiento correcto de las vías directa e indirecta en una 
persona sana permite el equilibrio entre ambas y un control fino del movimiento, para posibilitar 
los movimientos voluntarios e impedir los involuntarios. En la EP, la muerte de neuronas en la 
substantia nigra altera ambas vías, al perderse la entrada dopaminérgica necesaria para la 
regulación de las neuronas espinosas medianas del estriado. Esto causa una serie de cambios en 
los circuitos de estas vías que resultan en una inhibición neta del movimiento, impidiendo que los 
pacientes puedan iniciar movimientos a voluntad. CPu: núcleo caudado y putamen; GPe: globo 
pálido externo; GPi: globo pálido interno; MSN D1: neuronas espinosas medianas con receptores 
de dopamina D1; MSN D2: neuronas espinosas medianas con receptores de dopamina D2; SNc: 
substantia nigra pars compacta. 
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1.4.2. La vía nigroestriada 

Aunque en este apartado nos centraremos en la vía nigroestriada, las 

proyecciones de las neuronas dopaminérgicas conforman cuatro rutas 

importantes en el sistema nervioso y endocrino: la ruta mesocortical, la ruta 

mesolímbica, la ruta tuberoinfundibular y la ruta nigroestriada. Las dos 

primeras, que se originan en las neuronas dopaminérgicas del área tegmental 

ventral (ATV), están implicadas en el control ejecutivo y el sistema de 

recompensa respectivamente. La ruta tuberoinfundibular, en cambio, se 

origina en el núcleo arcuato del hipotálamo y controla la liberación de 

prolactina desde la neurohipófisis. 

 

La vía nigroestriada constituye el primer paso hacia las vías directa e indirecta 

del movimiento. Está compuesta por las neuronas dopaminérgicas cuyo 

cuerpo neuronal o soma, en la SNc, proyecta sus axones al estriado. 

Detallaremos, a continuación, algunas de las singularidades de las regiones 

cerebrales unidas por dicha ruta por su relevancia en esta tesis: 

 

La substantia nigra pars compacta: 

La SNc es una región del mesencéfalo ventral (vM) fácilmente identificable en 

el cerebro humano, ya que las neuronas dopaminérgicas que la componen 

contienen neuromelanina, un pigmento precursor de la dopamina. Este 

pigmento aporta a la región una coloración oscura característica por la cual 

recibe su nombre, aunque, curiosamente, los roedores carecen de dicho 

pigmento en su SNc, lo que ha suscitado distintas investigaciones 

fisiopatológicas al respecto (Vila, 2019). 

 

En el vM existen tres grupos de neuronas dopaminérgicas funcional y 

anatómicamente distinguibles: los grupos A8, A9 y A10. Las neuronas del 
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grupo A9 son las que dan lugar a la SNc y constituyen la vía nigroestriada, 

mientras que las A10 se encuentran en el ATV y las A8 en el campo retrorubral 

(Arenas et al., 2015). Las neuronas dopaminérgicas de la SNc tienen una serie 

de características que las pueden hacer más susceptibles que otras 

poblaciones neuronales a priori similares, como las neuronas dopaminérgicas 

del ATV, las cuales resultan relativamente indemnes (Figura 4). Las neuronas 

dopaminérgicas de la SNc presentan una actividad de tipo marcapasos muy 

característica responsable del tono dopaminérgico, que consiste en disparos 

tónicos interrumpidos por disparos de actividad desencadenados en respuesta 

a estímulos. Este nivel de actividad genera una gran demanda energética en 

estas neuronas, con los elevados niveles de estrés oxidativo que ello conlleva 

(Guzman et al., 2009, 2010). Además, generan grandes fluctuaciones de calcio 

con una capacidad relativamente baja de tamponar este ion, a diferencia de 

las neuronas del ATV, lo que puede desencadenar programas de muerte 

celular, como la apoptosis (Surmeier et al., 2017). A nivel de sistema nervioso 

central constituyen una población neuronal con axones especialmente largos, 

no mielinizados y, sobre todo, muy arborizados (Alegre-Abarrategui et al., 

2019; Gonzalez-Rodriguez et al., 2020). En primates se estima que una sola 

neurona dopaminérgica puede establecer hasta un millón de sinapsis y, en 

rata, entre 100.000 y 250.000 (Bolam and Pissadaki, 2012; Lanciego et al., 

2012). 

 

El estriado: 

El estriado constituye la estructura subcortical más grande del cerebro 

humano. Está compuesto por dos tipos de neuronas: las neuronas de 

proyección y las interneuronas. Las neuronas de proyección, las MSN, 

constituyen la gran mayoría de la población neuronal estriatal (90 %) y se 
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caracterizan por la presencia de espinas dendríticas, unas estructuras 

postsinápticas especializadas. 

 

 
Figura 4. Factores intrínsecos y extrínsecos que pueden determinar la vulnerabilidad selectiva de 
las neuronas dopaminérgicas de la SNc en la EP. Entre los factores intrínsecos (verde) podemos 
encontrar el tipo de actividad de estas neuronas, necesario para el tono dopaminérgico, que 
conlleva grandes oscilaciones de Ca2+, una elevada demanda energética, oxidación de dopamina, 
estrés oxidativo y una mayor necesidad de eliminación de mitocondrias dañadas. También se 
plantea que las poblaciones vulnerables tengan basalmente mayores niveles de αSyn que las 
neuronas no afectadas. Si a estos factores les sumamos otros extrínsecos (amarillo), como los 
agregados de αSyn por mutaciones o multiplicaciones del gen, sobrecargamos los procesos 
anteriores y podemos llegar a la muerte neuronal. Líneas sólidas: nexos establecidos. Líneas 
punteadas: nexos que requieren más investigación. Imagen adaptada de González-Rodríguez et 
al., 2020. 
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Todas las MSN inhiben a sus neuronas receptoras del globo pálido, ya que 

utilizan ácido γ-aminobutírico (GABA) como neurotransmisor (Lanciego et al., 

2012). Estas neuronas pueden subdividirse en función del tipo de receptor 

dopaminérgico que expresan (D1 o D2) y proyectar al GPi o GPe como parte 

de las vías directa e indirecta del movimiento respectivamente. Las MSND1 y 

MSND2 también se caracterizan por la expresión diferencial de neuropéptidos, 

ya que las primeras expresan sustancia P y dinorfina, mientras que las MSND2 

expresan encefalina (Surmeier et al., 1998). Las interneuronas del estriado, por 

su parte, también pueden clasificarse en base a características neuroquímicas, 

siendo las más abundantes las interneuronas colinérgicas, también 

denominadas interneuronas tónicamente activas por su patrón de actividad. 

Otro tipo de interneuronas que son controladas por la entrada dopaminérgica 

son las fast-spiking interneurons, interneuronas GABAérgicas que se 

caracterizan por expresar parvalbúmina, aunque recientemente se ha visto 

que no constituyen un grupo homogéneo (Muñoz-Manchado et al., 2018). 

Finalmente, existen dos tipos adicionales de interneuronas GABAérgicas, las 

que expresan calretinina y las nitrérgicas (Lanciego et al., 2012). 

 

El estriado consta de dos regiones funcionales principales: el estriado dorsal y 

el estriado ventral. El estriado dorsal es la región que participa en el control 

motor y se subdivide, a su vez, en los núcleos caudado y putamen; la región 

ventral, en cambio, contiene el núcleo accumbens y participa en procesos del 

sistema límbico. Desde un punto de vista inmunohistoquímico, el estriado 

también puede subdividirse en dos regiones discretas: la matriz y los 

estriosomas o “parches”. La matriz tiene una especial relevancia en las vías del 

movimiento, puesto que contiene las MSN que inervan al GPi y GPe, y es 

donde se reciben las aferencias de la SNc (Lanciego et al., 2012). 
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2. α-SINUCLEÍNA 
 

2.1. α-Sinucleína, enfermedad de Parkinson y otras sinucleinopatías 

El gen SNCA, localizado en el brazo largo del cromosoma 4 (4q22.1), codifica 

la proteína αSyn. Esta proteína está regulada durante el desarrollo y, si bien la 

expresión de su mRNA alcanza su máximo en las primeras semanas 

postnatales en roedores y luego decrece, los niveles proteínicos se mantienen 

elevados durante toda la vida adulta (Petersen et al., 1999). Tanto en roedores 

como en humanos se localiza en el terminal presináptico en las primeras 

semanas de vida (Bayer et al., 1999; Petersen et al., 1999) pero, curiosamente, 

es de las últimas proteínas en alcanzar este terminal, por lo que no sería 

necesaria para su correcto desarrollo temprano (Withers et al., 1997). Las 

funciones que se le atribuyen (página 28) y su presencia exclusiva en 

vertebrados indican que es necesaria para funciones complejas, aunque no 

esenciales, de los terminales presinápticos (Burré, 2015). 

 

La proteína αSyn fue descubierta en neuronas colinérgicas de Torpedo 

californica, localizada principalmente en terminales sinápticos y parcialmente 

en el núcleo, de ahí su nombre (Maroteaux et al., 1988). Se trata de una 

proteína de 140 aminoácidos enriquecida en regiones cerebrales como el 

neocórtex, el hipocampo, el bulbo olfatorio, el estriado, el tálamo y el cerebelo 

(Iwai et al., 1995). También se expresa, aunque en menor medida, en otros 

tejidos, como intestino o corazón, y en eritrocitos (Alegre-Abarrategui et al., 

2019).  A nivel cerebral, esta proteína es tan abundante que constituye el 1 % 

del total de proteínas citosólicas (Stefanis, 2012) y se ha determinado que tiene 

una expresión diferencial en distintos tipos de neuronas, lo cual podría jugar 

un papel en la vulnerabilidad selectiva de la EP. Taguchi y colaboradores 

observaron que, a nivel de soma, αSyn se encuentra muy enriquecida en tipos 
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neuronales afectados en EP, como el núcleo dorsal del nervio vago, el bulbo 

olfatorio o la SNc; sin embargo, a nivel sináptico se expresa ampliamente en 

sinapsis glutamatérgicas y, de forma minoritaria, en sinapsis GABAérgicas, con 

excepción de las MSN que sí la expresan a nivel sináptico quizás debido a su 

naturaleza de proyección y a que, además de utilizar GABA, pueden utilizar 

también ciertos neuropéptidos como neurotransmisores (Taguchi et al., 2016, 

2019). 

 

El primer vínculo entre la proteína αSyn y la EP se estableció en 1997, cuando 

Polymeropoulos y colaboradores publicaron la asociación del cambio 

aminoacídico A53T con esta enfermedad en una serie de casos familiares de 

origen griego e italiano (Polymeropoulos et al., 1997). Se trataba de una EP 

con una herencia autosómica dominante de aparición temprana, más 

concretamente, en la cuarta década de la vida. Este hallazgo, que inicialmente 

fue acogido con recelo ya que αSyn contiene una treonina en la posición 53 

en roedores, fue seguido por la identificación de otras dos mutaciones como 

causantes de EP autosómica dominante: la A30P, identificada en familias 

alemanas, y la E46K, identificada en familias españolas y asociada a un 

fenotipo de demencia con cuerpos de Lewy (Krüger et al., 1998; Zarranz et al., 

2004). En otros estudios se identificaron distintas familias que albergaban 

duplicaciones y triplicaciones del gen SNCA (Singleton et al., 2003; Chartier-

Harlin et al., 2004; Ibáñez et al., 2004) con un efecto dosis-dependiente, ya 

que la triplicación resultaba en una aparición más temprana y peor progresión 

(Fuchs et al., 2007).  

 

A raíz del descubrimiento de Polymeropoulos et al. (1997), la investigación en 

EP dio un vuelco hacia la detección de la proteína αSyn en el cerebro de 

pacientes, identificándose así como el principal componente de los cuerpos de 
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Lewy, que se localizaban tanto en el soma como en las neuritas de las 

neuronas afectadas (denominándose cuerpos y neuritas de Lewy, 

respectivamente). Estos acúmulos, además, no se limitaban a pacientes con 

mutaciones en el gen SNCA, sino que se encontraron también en pacientes 

con EP idiopático, constituyendo de este modo el segundo gran hito que 

vincularía αSyn con la EP (Spillantini et al., 1997, 1998; Baba et al., 1998). 

 

Sin embargo, αSyn no solo se ha relacionado con la EP sino que también está 

implicada en patologías como la demencia con cuerpos de Lewy o la atrofia 

multisistémica que conforman, junto con otras, un grupo de enfermedades 

conocidas como sinucleinopatías. Estas patologías tienen como nexo los 

acúmulos de αSyn, pero esta proteína tiene una distribución específica que 

define a cada una de ellas. Así por ejemplo, en el caso de la atrofia 

multisistémica, las inclusiones de αSyn se ubican principalmente en la 

oligodendroglía, mientras que en la EP la encontramos en forma de cuerpos y 

neuritas de Lewy en determinadas poblaciones neuronales (Auluck et al., 

2010). 

 

2.2. Estructura y conformaciones 

αSyn forma parte de la familia de las sinucleínas, a la que también pertenecen 

β-sinucleína (βSyn) y γ-sinucleína (γSyn) (Lavedan, 1998). βSyn llega a 

compartir un 90 % de la secuencia amino o N-terminal (incluyendo dominio 

central) con αSyn, y un 33 % de la secuencia carboxilo o C-terminal; γSyn, en 

cambio, es más divergente, ya que comparte un 78 % y un 6 % de estas 

secuencias respectivamente (Auluck et al., 2010). Las tres sinucleínas son muy 

abundantes en el cerebro y se caracterizan por tener siete repeticiones 

imperfectas de 11 aminoácidos (conteniendo la secuencia consenso KTKEGV) 

conservadas y presentes exclusivamente en mamíferos. Esta secuencia se 
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encuentra repetida en su dominio amino terminal y puede adquirir una 

estructura helicoidal (Bendor et al., 2013).

αSyn se encuentra desplegada en su forma nativa y monomérica. Su 

estructura, sin embargo, explica las conformaciones que puede llegar a 

adquirir en distintas condiciones (Figura 5):

Figuraa 5.. Estructuraa dell genn SNCA,, suu mRNAA yy laa proteínaa αSyn. Se muestran distintos colores 
correspondientes a los dominios proteínicos finales: dominio anfipático (rosa), núcleo central 
hidrofóbico (amarillo) y cola ácida (gris). El gen y el mRNA tienen marcados los exones, que están 
coloreados según el dominio proteínico del que formarán parte. En la proteína se indican las 
repeticiones KTKEGV (morado), las principales mutaciones (●) y la fosforilación en el residuo de 
serina de la posición 129 (◌), una de las modificaciones postraduccionales más relevantes. 
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1. La parte amino terminal (residuos 1-60) es la que confiere a la 

proteína su capacidad de unión a membranas, que adopta para ello 

una estructura de hélice α y posibilita la interacción con lípidos a 

través de las lisinas opuestas de la hélice (Davidson et al., 1998; 

Bendor et al., 2013). 

 

2. El núcleo central hidrofóbico (residuos 61-95) o componente no 

amiloide (NAC), designación que se le dio a raíz de que se encontrara 

junto al β-amiloide en las placas seniles, características de la 

enfermedad de Alzheimer (Uéda et al., 1993). Este dominio difiere 

entre αSyn y βSyn, albergando la primera una secuencia de 12 

aminoácidos (residuos 71-82) altamente hidrofóbicos que le permite 

adquirir una estructura de hojas β y, por tanto, la capacidad de 

agregación (Giasson et al., 2001). 

 

3. El extremo carboxilo (residuos 96-140) contiene residuos cargados 

negativamente y tiende a no adquirir estructura definida. Se ha 

propuesto que esta región actúa como dominio de interacción de  

αSyn con otras proteínas y de modulación de la interacción con 

vesículas sinápticas, a través de su unión a calcio (Eliezer et al., 2001; 

Burré et al., 2010; Lautenschläger et al., 2018a). 

 

Las principales mutaciones que se han asociado a casos de EP familiar (A30P, 

E46K y A53T) afectan al dominio anfipático de unión a membranas, aunque el 

impacto de cada una de ellas sobre la proteína es distinto (Auluck et al., 2010). 

La mutación A30P disminuye la interacción con membranas, al quebrar la 

primera hélice α (Yonetani et al., 2009), y estaría más asociada a un fenotipo 

de pérdida de función (Diao et al., 2013), a diferencia de las otras dos 
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mutaciones importantes que promoverían la interacción con membranas. La 

mutación E46K genera un cambio de carga en el aminoácido que aumenta la 

afinidad por fosfolípidos y a ello añade, además, la exposición de zonas 

hidrofóbicas promoviendo interacciones con otras moléculas de αSyn y, por 

tanto, la agregación (Perlmutter et al., 2009; Rospigliosi et al., 2009). 

Finalmente, la mutación A53T expande el núcleo hidrofóbico, al interrumpir 

una estructura helicoidal y promover la adquisición de una estructura en hojas 

β, confiriendo así una ganancia de función tóxica a la proteína (Giasson et al., 

1999; Biere et al., 2000). 

 

 
Figura 6. Estructura tridimensional de la proteína αSyn en humano y ratón. La proteína αSyn 
murina y humana solo difieren en siete residuos. Los dominios anfipático e hidrofóbico pueden 
adquirir una estructura en hélice alfa, mientras que el dominio carboxi-terminal carece de 
estructura definida. Nt: extremo amino-terminal; Ct: extremo carboxi-terminal. Imágenes extraídas 
de AlphaFold Protein Structure Database. 
 

αSyn también está sujeta a diversas modificaciones postraduccionales que son 

relevantes a nivel fisiopatológico. Esta proteína puede sufrir fosforilación, 

oxidación, nitrosilación, glicación o glucosilación, pero la principal modificación 

postraduccional de αSyn es la fosforilación en el residuo S129. Esta 

fosforilación constituye menos del 4 % de la αSyn en condiciones fisiológicas, 
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sin embargo, en los cuerpos de Lewy, dicha modificación constituye el 90 % 

de αSyn presente en estos acúmulos. La oxidación también se relaciona con la 

oligomerización de la proteína, lo cual adquiere mayor importancia en caso de 

oxidación de la dopamina y de estrés oxidativo, eventos implicados 

reiteradamente en la fisiopatología de la EP (Stefanis, 2012). 

 

Ante lípidos y membranas la proteína adopta una estructura en hélices α 

gracias a su dominio N-terminal (Figura 6), lo que favorece su afinidad por las 

superficies fosfolipídicas (Bendor et al., 2013). Aunque αSyn tiene preferencia 

por membranas curvadas, propias de vesículas de tamaño reducido (Davidson 

et al., 1998), su estructura helicoidal puede adaptarse. En caso de interacción 

con vesículas grandes (100 nm), adquiriere una estructura de hélice extendida 

(Georgieva et al., 2008), pero en caso de vesículas más pequeñas adoptaría 

una estructura en hélice “rota” (Chandra et al., 2003) (Figura 7). Se ha visto 

que la unión a membranas podría constituir una forma de prevenir su 

agregación, ya que las estructuras tóxicas tendrían su origen en las formas 

citosólicas desplegadas (Bendor et al., 2013; Burré et al., 2015); sin embargo, 

todavía existe debate al respecto ya que también se ha propuesto que la 

interacción con lípidos actúe como desencadenante del proceso de  

agregación (Lee et al., 2002). 

 

Aunque los oligómeros se han asociado a estructuras tóxicas previas a la 

formación de acúmulos intracelulares, en la actualidad se debate la posibilidad 

de que αSyn exista fisiológicamente no solo como monómero desplegado, 

sino también como forma tetramérica helicoidal estable (Bartels et al., 2011; 

Wang et al., 2011; Nuber et al., 2018) (Figura 7). Otros multímeros se han 

observado en formas de αSyn unidas a membranas y serían necesarias para 

su correcto funcionamiento en el terminal presináptico (Burré et al., 2014). 
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Los oligómeros tóxicos, en cambio, se forman cuando la proteína adopta una 

estructura en hojas β que promueve su agregación, la formación de fibras 

insolubles y, en última instancia, de cuerpos de Lewy (Conway et al., 1998; El-

Agnaf et al., 1998) (Figura 7). 

 
Figura 7. Conformaciones fisiológicas y patológicas de αSyn. En la parte izquierda aparecen las 
conformaciones fisiológicas que puede adquirir αSyn; a la derecha, las formas patológicas y el 
proceso de formación de las mismas. Imagen creada con BioRender. 
 

2.2.1. Cuerpos de Lewy 

El hecho de que los cuerpos de Lewy se encontraran en pacientes con EP 

idiopática (Baba et al., 1998) atrajo la atención sobre αSyn y sobre estas 

estructuras, situándolas en el centro de la investigación de la EP. Aunque 

podría considerarse que los cuerpos de Lewy constituyen el último escalafón 

en el proceso de agregación y fibrilación de αSyn, hay que tener en cuenta 

que los cuerpos de Lewy contienen más de 300 proteínas, de las cuales 90 

han sido confirmadas en estudios postmortem. Se trata de proteínas 

relacionadas en muchos casos con las rutas degradativas celulares, 
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chaperonas moleculares y proteínas de daño axonal (Wakabayashi et al., 

2013). En un estudio reciente, utilizando técnicas de microscopía correlativa 

óptica-electrónica, se ha determinado que los cuerpos de Lewy también 

contienen múltiples estructuras membranosas, incluyendo vesículas y restos de 

orgánulos, como mitocondrias y lisosomas (Shahmoradian et al., 2019) (Figura 

8). Todo ello parece ir en línea con lo expuesto anteriormente sobre las rutas 

celulares de los principales contribuyentes genéticos a la EP: (i) procesos de 

tráfico de membranas (vía endosomal y/o dinámica vesicular presináptica), (ii) 

procesos de degradación y (iii) homeostasis mitocondrial (página 10). De 

hecho, otras enfermedades neurodegenerativas monogénicas, no 

consideradas sinucleinopatías, cursan también con estos agregados 

proteínicos. Se trata de enfermedades mitocondriales, enfermedades de 

depósito lisosomal y enfermedades con acumulación de hierro que, de este 

modo, nos indican que estas rutas celulares están fallando y desencadenando 

la formación de los cuerpos de Lewy (Erskine et al., 2021). 

 
Figura 8. Composición de los cuerpos de Lewy. Modelo esquematizado de la composición de los 
cuerpos de Lewy (parte superior y leyenda) e imágenes reales de estas inclusiones (parte inferior), 
obtenidas mediante la técnica Serial block-face scanning electron microscopy. Puede observarse un 
anillo de mitocondrias (flechas naranjas) y lisosomas en la parte central (flechas azules). Imágenes 
adaptadas de Shahmoradian et al., 2019. 

α-sinucleína

Autofagosomas y estructuras 
membranosas relacionadas

Lisosomas y estructuras 
membranosas relacionadas

Fragmentos de lípidos de 
membranas

Mitocondria

Vesículas

Agregados proteicos

Filamentos proteicos incluyendo 
elementos del citoesqueleto

αSyn

Autofagosomas y estructuras
membranosas relacionadas

Lisosomas y estructuras 
membranosas relacionadas

Fragmentos de lípidos 
de membrana

Mitocondrias

Vesículas

Agregados proteínicos

Filamentos proteínicos y 
elementos del citoesqueleto



introducción 
 

28 
 

2.3. Funciones descritas 

En 1995 se atribuyó a αSyn un primer papel en plasticidad sináptica. George y 

colaboradores observan cambios en la expresión de “sinelfina” (homóloga de 

αSyn) en regiones concretas del cerebro de Taeniopygia guttata o diamante 

mandarín. Dichas regiones eran los núcleos del control del canto en estas 

aves, que mostraban una expresión reducida de esta proteína durante el 

aprendizaje de nuevas canciones (George et al., 1995). 

 

αSyn fue descubierta en terminales sinápticos (Maroteaux et al., 1988), dando 

pistas sobre su posible función que, sin embargo, sigue sin comprenderse en 

profundidad en la actualidad. Las sinapsis son zonas de unión y comunicación 

entre una neurona presináptica y una célula postsináptica (que puede ser otra 

neurona, una célula muscular o una célula secretora glandular, por ejemplo). 

Estas zonas permiten establecer un flujo de información cuya base son los 

neurotransmisores, moléculas mensajeras que desencadenan una serie de 

cambios en las neuronas o células receptoras. Las sinapsis se componen de 

tres estructuras básicas: el terminal presináptico, la hendidura sináptica y el 

terminal postsináptico. Los terminales presinápticos son estructuras neuronales 

especializadas en la liberación de neurotransmisores en respuesta a un 

potencial de acción (Südhof, 2012). Estos neurotransmisores se sintetizan y 

empaquetan en vesículas sinápticas, que conforman reservorios identificables 

en base a ciertos parámetros, como la distancia a la membrana presináptica o 

el número de vesículas que contienen (Alabi and Tsien, 2012) (Figura 9). 

 

La llegada del potencial de acción a la neurona provoca la apertura de canales 

de Ca2+, permitiendo la entrada de este ion en el terminal. En este momento 

actúa la maquinaria de exocitosis del neurotransmisor: el sensor de Ca2+ 

sinaptotagmina y el complejo de proteínas SNARE, que incluye las proteínas 
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sinaptobrevina o VAMP, localizada en la membrana vesicular, y SNAP-25 y 

sintaxina-1, localizadas en la membrana presináptica. Durante los ciclos de 

exocitosis y reciclaje vesicular las proteínas del complejo SNARE sufren ciclos 

repetidos de ensamblaje y desensamblaje, posibilitando la fusión de 

membranas y la liberación del neurotransmisor, así como el reciclaje vesicular 

(Südhof, 2013). 

 

Teniendo en cuenta los eventos que se llevan a cabo en los terminales 

presinápticos, diversos estudios se centraron en determinar la relación de 

αSyn con la liberación de neurotransmisores en la sinapsis. Se han publicado 

observaciones tanto a favor como en contra de la facilitación de la 

neurotransmisión por parte de αSyn. El tipo neuronal y los protocolos de 

estimulación parecen tener una influencia en los resultados obtenidos. 

Diversos estudios en cultivos neuronales hipocampales deficientes en αSyn 

indicaban que esta proteína regulaba los grupos vesiculares más alejados de 

la membrana (reservorio en reposo), los cuales se movilizan únicamente ante 

estimulaciones prolongadas; de este modo, asignan a αSyn un papel positivo 

en la neurotransmisión ante estos estímulos (Murphy et al., 2000; Cabin et al., 

2002). Posteriormente se publicó que αSyn posibilitaría el posicionamiento y 

agrupado de vesículas generando un “entorno” para las mismas, a través de 

sus interacciones (tanto con fosfolípidos como con otras proteínas 

presinápticas) (Diao et al., 2013). Por su parte, otros estudios utilizando 

modelos murinos deficientes en αSyn y/o βSyn y γSyn llegaban a conclusiones 

distintas, y atribuían un papel de regulación negativa de la neurotransmisión 

dopaminérgica, al observar aumentos de la liberación estriatal de dopamina 

en ausencia de estas proteínas (Abeliovich et al., 2000; Chandra et al., 2004; 

Senior et al., 2008; Anwar et al., 2011). 
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En una publicación más reciente parecen unificarse distintas observaciones, ya 

que reportan efectos opuestos por parte de αSyn en la neurotransmisión 

dopaminérgica según el patrón de actividad neuronal. Ante la llegada de 

potenciales de acción repetidos, con intervalos de tiempo cortos, αSyn 

facilitaría la dilatación de los poros de fusión y la propia fusión vesicular en las 

zonas activas. Esto a su vez agiliza la recuperación de los reservorios más 

cercanos a la membrana (reservorios de reciclaje). Cuando se trata de 

potenciales más espaciados, el efecto previo de facilitación sería innecesario y 

promovería una inhibición en la movilización de vesículas de los reservorios en 

reposo (Somayaji et al., 2020) (Figura 9). 

Figuraa 9.. Funciónn conocidaa dee αSynn enn laa sinapsis.. αSyn actúa como chaperona presináptica, 
permitiendo el ensamblaje del complejo de proteínas SNARE, a través de su interacción con la 
SNARE vesicular VAMP2. Su función sería relevante para facilitar o no la neurotransmisión ante 
determinados estímulos. Imagen creada con BioRender.

En 2005, a raíz de un trabajo realizado en ratones sin la chaperona 

presináptica CSPα, se le asigna otro papel a la proteína αSyn. CSPα pertenece 

a la familia de proteínas DNAJC (gen DNAJC5), las cuales están asociadas a la 

EP y cuyo déficit causa una neurodegeneración sináptica fulminante 

(Fernández-Chacón et al., 2004). Curiosamente, la sobreexpresión de αSyn 

ralentiza este fenotipo, mientras que su supresión lo agrava, lo cual llevó a 
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determinar que ambas proteínas tenían funciones homólogas como 

chaperonas presinápticas. Sin embargo, mientras CSPα mostraba un efecto 

sobre los niveles de SNAP-25 que alteraría el complejo SNARE, αSyn parecía 

tener un impacto directo en la formación de dicho complejo (Chandra et al., 

2005). Basándose en estos hallazgos, Jacqueline Burré y colaboradores 

determinan que αSyn promueve el ensamblaje del complejo SNARE in vivo e 

in vitro. En concreto, describen la unión de αSyn a la sinaptobrevina-2 

(VAMP2) a través de su dominio carboxilo (Figura 9) y confirman que el 

ensamblaje del complejo no se produce en ausencia de las sinucleínas α, β y γ 

en ratones TKO. Estos animales mostraban alteraciones neurológicas a cierta 

edad, a partir de la cual morían prematuramente, lo que asignaría a las 

sinucleínas un papel de mantenimiento presináptico a largo plazo, de forma 

dependiente de la actividad sináptica (Burré et al., 2010). 

 

Aunque la función completa de αSyn sigue sin esclarecerse, estos estudios 

entre otros parecen indicar que participaría en procesos relacionados con la 

actividad sináptica, como la plasticidad, el aprendizaje, la liberación y 

mantenimiento de vesículas de neurotransmisores o el tráfico de membranas, 

necesario para la movilización de los reservorios vesiculares. 

 

3. FISIOPATOLOGÍA CELULAR DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
ASOCIADA CON α-SINUCLEÍNA 
 

La dificultad de describir la función de αSyn se ha debido en gran medida a la 

falta de alteraciones graves en los modelos con ausencia de la misma 

(Abeliovich et al., 2000; Cabin et al., 2002; Senior et al., 2008). Aunque a veces 

con resultados contradictorios, los modelos de sobreexpresión o mutación sí 
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han dado pistas de las rutas o procesos fisiopatológicos asociados a αSyn en 

la EP: 

 

3.1. Tráfico de membranas 

El tráfico de membranas es un proceso logístico clave en el mantenimiento de 

la homeostasis celular, especialmente en neuronas, ya que presentan una 

morfología altamente polarizada con compartimentos muy definidos. 

Podemos dividir este tráfico en dos vías importantes: la vía secretora o 

biosintética y la vía endocítica (Figura 10). Se trata de rutas de entrada y salida 

de la célula, pero también de clasificación y localización de proteínas, que de 

este modo viajan en vesículas y alcanzan sus destinos sin necesidad de 

atravesar membranas (Hasegawa et al., 2017). 

 

En la vía secretora o biosintética, las proteínas recién sintetizadas viajan en 

vesículas por las cisternas del retículo endoplasmático (RE) y se transportan al 

aparato de Golgi (AG), que constituye su principal plataforma de clasificación. 

Mediante un sistema de adaptadores y cubiertas de membrana específicos, las 

vesículas llegan a su compartimento de destino, con el cual se fusionan en un 

proceso dependiente de proteínas SNARE (Bonifacino and Glick, 2004). Las 

vesículas con estas proteínas pueden dirigirse a la membrana plasmática, 

fusionarse con endosomas, degradarse en lisosomas o ser devueltas al RE 

(Hasegawa et al., 2017). La vía endocítica es una vía de entrada a la célula en la 

que juegan un papel fundamental las guanosina trifosfatasas (GTPasas) Rab. 

Las vesículas derivadas del proceso de endocitosis, llamadas endosomas, 

sufren múltiples modificaciones para adquirir distintas identidades, como 

cambios en sus proteínas Rab, aumento de vesículas intraluminales (para 

formar endosomas tardíos) o acidificación (para formar lisosomas).  Los 

endosomas tardíos con vesículas intraluminales se denominan cuerpos 



introducción

33

multivesiculares, y pueden fusionarse con lisosomas o autofagosomas para 

degradar el material de su interior. También pueden fusionarse con la 

membrana plasmática y expulsar al exterior de la célula sus vesículas 

intraluminales, que constituyen entonces exosomas (Huotari and Helenius, 

2011). Por tanto, ambas rutas, endocítica y secretora, confluyen y requieren un 

continuo intercambio de membranas altamente regulado.

Figuraa 10.. Principaless rutass dee tráficoo dee membranass enn laa célula.. En la vía secretora, las proteínas 
sintetizadas en el retículo endoplasmático y modificadas por el aparato de Golgi alcanzan sus 
destinos o son secretadas al exterior de la célula. En la vía endocítica se introduce material en la 
célula y se crean endosomas que pueden madurar, generar lisosomas, fusionarse con otras 
vesículas o degradar su material en la vía autofágica. También pueden volver a la membrana 
plasmática y constituir endosomas de reciclaje, o generar exosomas, si albergaban vesículas en su 
interior que se secretaran tras la fusión con la membrana. Las proteínas Rab son GTPasas clave en 
los procesos membranosos. RE: retículo endoplasmático; AG: aparato de Golgi. MVB: cuerpo 
multivesicular (multivesicular body). Imagen creada con BioRender.

3.1.1. αSyn y el tráfico de membranas

Existen múltiples estudios que muestran fallos en la vía endocítica y secretora 

como consecuencia de mutaciones o sobreexpresión de αSyn. Se ha visto que 

la sobreexpresión de αSyn bloquea el tráfico entre el RE y el AG en levaduras, 

las cuales, aunque no poseen de forma natural esta proteína, proporcionan un 
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modelo simple y manipulable para su estudio. Este bloqueo podía rescatarse 

mediante la sobreexpresión de la proteína homóloga de Rab1 (Cooper et al., 

2006) o de SNARE de RE/AG (Thayanidhi et al., 2010). También se ha 

determinado la interacción y/o colocalización de αSyn con las proteínas 

Rab3A, Rab5, Rab8 y Rab11 (Dalfó et al., 2004; Chutna et al., 2014; Breda et al., 

2015). De hecho, en modelos neuronales, Rab8A (encargada del tráfico post-

AG) y Rab3A (específica de terminales presinápticos e implicada en  

organización y fusión de vesículas sinápticas) pueden rescatar la degeneración 

y alteraciones causadas por αSyn, por lo que las interacciones anormales con 

estas proteínas serían clave en los fallos del tráfico intracelular observados 

(Gitler et al., 2008).  

 

3.2. Rutas degradativas 

Otro pilar fundamental en la fisiopatología de la EP son los procesos 

degradativos. Existen tres tipos principales de rutas degradativas en 

mamíferos: la autofagia mediada por chaperonas (CMA), la microautofagia y 

la macroautofagia (Scrivo et al., 2018) (Figura 11). Estas vías de degradación 

tienen distintos propósitos en la célula y, aunque en este trabajo nos 

centraremos en la macroautofagia, conviene comentar brevemente las 

singularidades de cada una de ellas y su relación fisiopatológica con αSyn. 

 

En el caso de la CMA, se trata de una ruta con fines regulatorios (controlando 

la vida media de determinadas proteínas) y de control de calidad proteínico 

(eliminando proteínas dañadas o mal sintetizadas) (Kaushik and Cuervo, 2018). 

Las proteínas son identificadas por la chaperona citosólica HSC70, también 

conocida como HSPA8, mediante el reconocimiento de un motivo peptídico 

específico (KFERQ) en ellas. Una vez transportadas a la membrana lisosomal 

por esta chaperona, deben translocarse a través de la proteína LAMP2A para 
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acceder al lumen del lisosoma. La microautofagia, en cambio, consiste en la 

invaginación de la membrana lisosomal para capturar una porción de 

citoplasma con el material a degradar (Scrivo et al., 2018).

Figuraa 11.. Tiposs dee autofagiaa enn laa célula.. La macroautofagia requiere de la formación de vesículas 
de doble membrana y la fusión con el lisosoma. La autofagia mediada por chaperonas permite 
introducir directamente las proteínas a degradar en el lisosoma, de forma dependiente de la 
chaperona HSC70 y, en la microautofagia, el propio lisosoma engulle el material a degradar 
invaginando su membrana. Imagen creada con BioRender.

La macroautofagia (denominada en adelante como autofagia o vía 

autofágica-lisosomal) es la única de estas vías que requiere de la formación de 

membranas y vesículas para llevarse a cabo y, por tanto, la que tiene 

capacidad de degradar material más voluminoso (como orgánulos de la 

propia célula y agregados proteínicos) (Aman et al., 2021). Se trata de un 

proceso catabólico altamente conservado en eucariotas con profundas 

implicaciones en la homeostasis celular. Inicialmente se le atribuyó un papel 

de degradación no selectiva, necesario únicamente en caso de falta de 
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nutrientes o energía; sin embargo, en la actualidad sabemos que se trata de 

un proceso que puede ser dirigido (autofagia selectiva) y que es necesario 

para el funcionamiento basal celular (Menzies et al., 2017). 

 

La inducción autofágica en respuesta a estímulos consiste en una serie de 

activaciones de complejos de proteínas ATG, que culminan en la formación de 

una vesícula de doble membrana alrededor del material a degradar, que 

constituirá el autofagosoma. Ante determinados estímulos, como déficit de 

aminoácidos o energía, la quinasa activada por adenosín monofosfato (AMPK) 

inhibe al complejo de mTOR, mTORC1, un sensor clave que actúa inhibiendo 

el proceso de autofagia cuando hay suficientes niveles de nutrientes o energía. 

AMPK, además, activa al complejo quinasa ULK1, que será el primer complejo 

efector de la inducción y que comprende las proteínas ULK1, ATG13, 

FIP200/RB1CC1 y ATG101 (Kim et al., 2011) (Figura 12, “Iniciación”). A 

continuación, se activa el complejo de fosfoinositol 3-quinasa de clase III 

(PI3KC3), compuesto por VPS34, VPS15, Beclina1/BECN1 y ATG14, que se 

encargará de generar inositol trifosfato (PI3P) en las membranas donantes 

para marcar los sitios de iniciación del fagóforo (membrana precursora del 

autofagosoma). En ese momento se recluta la proteína de unión a PI3P WIPI y 

ATG9 que transferirá membrana al fagóforo para su expansión (Aman et al., 

2021) (Figura 12, “Nucleación”). Estas membranas pueden proceder del RE (Axe 

et al., 2008), de la membrana mitocondrial externa (Hailey et al., 2010), de 

membranas asociadas a mitocondrias (MAM, contactos entre el RE y la 

mitocondria) (Hamasaki et al., 2013) y de la membrana plasmática (Ravikumar 

et al., 2010). 

 

Posteriormente son necesarias una serie de reacciones, llevadas a cabo por 

complejos enzimáticos de ubiquitina ligasas (enzimas E3), para completar el 
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proceso de formación del autofagosoma. La proteína MAP1LC3 o, 

simplemente, LC3, es un miembro de la familia de proteínas altamente 

conservadas ATG8. El LC3 recién sintetizado ha de ser hidrolizado por la 

proteasa de cisteína ATG4, dando lugar a la forma LC3-I. Esta forma, 

citosólica, ha de ser conjugada con fosfatidiletanolamina (PE) mediante 

reacciones de tipo ubiquitinación por parte de las proteínas ATG7 y ATG3, y 

del complejo formado por ATG12-ATG5-ATG16. La forma lipidada se 

denomina LC3-II y está unida al fagóforo tanto por la parte interna como 

externa de la membrana (Kabeya et al., 2000); de hecho, esta proteína se 

utiliza como marcador de autofagosomas formados (Klionsky et al., 2021)  

(Figura 12, “Elongación” y “Maduración”). 

 

Para que la vía autofágica pueda ser selectiva es necesaria la acción de los 

llamados receptores de autofagia, como p62/Sequestosoma1 (p62/SQSTM1, 

referido en adelante como p62), Optineurina/OPTN o Neurabina1/NBR1. p62 

contiene una región de interacción con LC3 y de unión a ubiquitina, de forma 

que puede anclarse a la cara interna del autofagosoma introduciendo en él el 

material a degradar marcado mediante ubiquitinación (Pankiv et al., 2007). Así, 

podemos hablar de distintos tipos de autofagia selectiva según los sustratos 

de la misma: mitofagia (mitocondrias), reticulofagia (RE), agrefagia (agregados 

proteínicos), pexofagia (peroxisomas), nucleofagia (núcleo) o lipofagia (gotas 

lipídicas) (Aman et al., 2021). Finalmente, la fusión del autofagosoma con el 

lisosoma se lleva a cabo mediante proteínas Rab, SNARE (Sintaxina-17, SNAP-

29 y VAMP8) (Itakura et al., 2012) y el complejo HOPS (Jiang et al., 2014). Una 

vez fusionados, las hidrolasas contenidas en el interior del lisosoma en un 

ambiente ácido degradarán el material y se procederá al reciclaje de 

componentes celulares (Figura 12, “Fusión con lisosoma” y “Degradación”). 
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Figura 12. Proceso de inducción autofágica (macroautofagia). La formación del autofagosoma 
requiere de la inhibición de mTOR y la activación de varios complejos para marcar los sitios de 
iniciación del fagóforo (precursor del autofagosoma). La maduración del autofagosoma implica la 
lipidación de la proteína ATG8 LC3, que se unirá de este modo a la membrana. La acción de 
receptores autofágicos, como p62, permite degradar selectivamente proteínas y componentes 
celulares. La fusión con el lisosoma da paso a la degradación del material por parte de las 
enzimas lisosomales. AR: receptor autofágico (autophagy receptor); PI3P: inositol trifosfato. Imagen 
adaptada de Aman et al 2021. 
 

La vía autofágica-lisosomal a nivel neuronal tiene varias singularidades. En 

neuronas, está altamente compartimentalizada: mientras los autofagosomas 

se forman en los axones, los lisosomas quedan restringidos al soma. De este 

modo, es necesario un proceso de transporte y maduración de 

autofagosomas a través del axón, los cuales se fusionaran con los lisosomas al 

alcanzar el cuerpo neuronal (Hill and Colón-Ramos, 2020). Recientemente, 

también se ha visto que pueden enviarse lisosomas a los axones para cumplir 

necesidades de degradación local (Farfel-Becker et al., 2019). Las neuronas, 

además, debido a su naturaleza postmitótica, son especialmente dependientes 

de las rutas degradativas, puesto que no pueden dividirse y diluir los 

materiales tóxicos o envejecidos. De hecho, la deleción de los genes Atg5 y 

Atg7 resulta en la acumulación de agregados proteínicos en las neuronas y 

distrofia axonal, respectivamente (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2007), y la 

falta de proteínas clave de los complejos de inducción reduce la supervivencia 
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de los animales y también es suficiente para causar neurodegeneración (Liang 

et al., 2010; Joo et al., 2016). 

 

3.2.1. αSyn y autofagia mediada por chaperonas 

La degradación de αSyn depende de su estado conformacional, pudiendo 

degradarse mediante CMA, cuando está en su forma monomérica, o 

preferentemente por la vía autofágica-lisosomal cuando se trata de 

oligómeros de gran tamaño y otras formas patológicas (Lee et al., 2004; 

Vogiatzi et al., 2008).  

 

La CMA se ha implicado en múltiples estudios en la fisiopatología de la EP. En 

2004 y 2008 se publicó que las formas mutantes y modificadas por dopamina 

de αSyn bloqueaban LAMP2A impidiendo su propia degradación y la de otros 

sustratos (Cuervo et al., 2004; Martinez-Vicente et al., 2008). Posteriormente 

se vio que la disfunción de la CMA, en líneas celulares expresando αSyn 

silvestre y la forma mutante A53T, podía ir acompañada de una inducción 

compensatoria de la autofagia (Xilouri et al., 2009). Congruente con esta 

disfunción, en un estudio postmortem de pacientes con EP se encontraron 

niveles reducidos de LAMP2A y HSC70 en la SNc y la amígdala (Alvarez-Erviti 

et al., 2010) y, en otro más reciente, esta reducción de LAMP2A se 

correlacionaba además con los aumentos de αSyn (Murphy et al., 2015). En 

modelos animales y celulares se ha demostrado que la sobreexpresión de 

LAMP2A puede tener un efecto neuroprotector (Xilouri et al., 2013; Issa et al., 

2018). Sin embargo, en ratones con mayores niveles de αSyn, bien por 

sobreexpresión transgénica o por tratamiento con la neurotoxina paraquat, 

encontraron aumentos de LAMP2A y HSC70 (Mak et al., 2010). Por tanto, 

aunque existan resultados contradictorios, la CMA parece tener un papel 

relevante en la fisiopatología de la EP asociada con αSyn. 
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3.2.2. αSyn y macroautofagia 

αSyn puede afectar a la vía autofágica-lisosomal en distintos niveles, y existen 

pruebas tanto de inhibiciones como de activaciones perjudiciales de esta ruta 

ante sobreexpresión o formas patológicas de αSyn. A su vez, defectos en esta 

vía degradativa pueden afectar a la propia degradación de αSyn y a su 

expulsión al medio extracelular, generando más acúmulos y propagación y 

retroalimentando, de este modo, el proceso (Poehler et al., 2014). 

 

En cerebros de pacientes con EP se hallaron incrementos en la cantidad de 

autofagosomas (Anglade et al., 1997; Crews et al., 2010) y, en modelos 

animales de αSyn, también se han encontrado niveles aumentados del 

marcador de autofagosomas LC3-II y de Beclina1 (Yu et al., 2009; Klucken et 

al., 2012). Sin embargo, no está claro si estos aumentos procederían de un 

incremento en su formación (como mecanismo compensatorio a una 

inhibición de la CMA, por ejemplo) o de un flujo autofágico defectuoso. 

En varios estudios en formas mutantes de αSyn (E46K y A30P) se sostiene que 

existe una afectación autofágica a través de la inactivación de la ruta de 

señalización de quinasas c-Jun N-terminal (JNK) (Yan et al., 2014; Lei et al., 

2019). Esta inactivación puede afectar a la formación del complejo VPS34 de 

forma independiente de mTOR, mediante un incremento en la unión de 

Beclina1 a BCL2 (Song et al., 2014; Yan et al., 2014). Anteriormente ya se 

habían visto efectos neuroprotectores derivados de la activación autofágica al 

sobreexpresar Beclina1 en un modelo murino transgénico de αSyn (Spencer et 

al., 2009). 

 

 En la formación de autofagosomas, se ha publicado que la sobreexpresión de 

αSyn puede inhibir el proceso de autofagia al reducir la formación de 

omegasomas (membranas iniciadoras de fagóforos), mediante la 
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deslocalización de Atg9 en un proceso dependiente de Rab1a (Winslow et al., 

2010). Además, la expresión de αSyn humana en Drosophila melanogaster 

también puede impedir la maduración de los autofagosomas por una 

estabilización excesiva de actina (Sarkar et al., 2021). Por otro lado, existen 

estudios que reportan un aumento en el flujo autofágico y sobreactivación de 

esta ruta en neuronas con sobreexpresión de αSyn silvestre y/o la forma 

mutante A53T (Cuervo et al., 2004; Choubey et al., 2011; Koch et al., 2015), por 

lo que el efecto neto de αSyn sobre el proceso autofágico probablemente 

dependa de sus niveles, conformación o del modelo y tipo celular de estudio. 

 

En relación con los lisosomas, cabe remarcar que mutaciones en heterocigosis 

en el gen GBA, el cual codifica la enzima lisosomal glucocerebrosidasa 

(GCasa), constituyen el factor de riesgo genético más común para padecer la 

EP; mutaciones en homocigosis, en cambio, se asocian a una enfermedad de 

depósito lisosomal, la enfermedad de Gaucher (Goker-Alpan et al., 2004; Lwin 

et al., 2004). En casos de EP idiopático también se han encontrado 

reducciones en la actividad de esta enzima (Chiasserini et al., 2015), por lo que 

los lisosomas han adquirido un papel central en la fisiopatología de la EP. 

Distintos grupos encontraron reducciones en la cantidad de lisosomas en 

cerebros de pacientes con EP idiopático (Chu et al., 2009; Alvarez-Erviti et al., 

2010; Dehay et al., 2010) y permeabilización lisosomal en modelos 

neurotóxicos murinos (Dehay et al., 2010). En línea con estos hallazgos, la 

sobreexpresión del factor de transcripción EB (TFEB), un regulador central de 

la biogénesis lisosomal y la autofagia, tiene efectos neuroprotectores en 

modelos murinos de EP inhibiendo a mTOR y activando la ruta (Dehay et al., 

2010; Decressac et al., 2013; Torra et al., 2018). 
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Recientemente se ha publicado que la sobreexpresión de αSyn impide la 

fusión entre lisosomas y autofagosomas, al reducir los niveles de la proteína 

SNARE SNAP29. Para compensar esta disfunción degradativa, se produce un 

incremento en la fusión de los autofagosomas con la membrana plasmática y, 

por tanto, un aumento de vesículas extracelulares (Tang et al., 2021). De 

hecho, la disfunción autofágica/lisosomal se ha postulado en distintos estudios 

como el principal mecanismo promotor de la propagación de αSyn para 

compensar dicha disfunción, ya sea mediante el incremento de su liberación al 

medio por exosomas (Alvarez-Erviti et al., 2011; Fussi et al., 2018; Minakaki et 

al., 2018; Stykel et al., 2021) o por nanotúneles de membrana entre células, 

viajando dentro de los propios lisosomas (Abounit et al., 2016; Dilsizoglu Senol 

et al., 2021). 

 

3.3. Homeostasis mitocondrial 

La mitocondria ha estado asociada clásicamente a la obtención de energía 

celular pero en la actualidad sabemos que, a través de sus funciones (Figura 

13), tiene implicaciones en múltiples procesos celulares que van desde la 

señalización de muerte celular por apoptosis, a la regulación de la respuesta 

inmune y metabólica o del ciclo celular (McBride et al., 2006). Las mitocondrias 

son orgánulos de doble membrana, de forma que su membrana externa 

contiene proteínas y canales relevantes para su comunicación con el 

citoplasma y otros orgánulos, así como para procesos de dinámica o 

transporte mitocondrial. La membrana mitocondrial interna (separada de la 

externa por el llamado espacio intermembranoso) forma unas estructuras, las 

crestas, que permiten ampliar su superficie y maximizar la obtención de 

energía en forma de adenosín trifosfato (ATP), ya que en ellas ocurre el 

proceso de fosforilación oxidativa (OXPHOS). El interior de la mitocondria se 

denomina matriz mitocondrial y en él residen proteínas necesarias para el 
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ciclo de Krebs, la replicación del DNA mitocondrial o ribosomas para la propia 

biosíntesis proteínica (Kühlbrandt, 2015; Giacomello et al., 2020).

Figuraa 13.. Procesoss mitocondrialess aa nivell neuronal.. Las mitocondrias aportan la energía necesaria 
para los procesos celulares, a través de la fosforilación oxidativa que se da en los complejos de su 
interior. Para ello, deben transportarse a través de los axones a las sinapsis, donde se requiere 
mayor nivel de aporte energético. Las mitocondrias también pueden sufrir ciclos de fisión y fusión 
para cumplir necesidades energéticas o mitigar daños. Si el daño persiste, pueden ser degradadas 
por mitofagia. Los contactos de la mitocondria con otros orgánulos, a través de pares proteínicos 
de anclaje, influyen en la dinámica mitocondrial y en el mantenimiento de la homeostasis de Ca2+. 
ATP: adenosín trifosfato; MAM: membranas asociadas a mitocondrias. RE: retículo endoplásmico.
Imagen creada con BioRender.
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La OXPHOS es una ruta metabólica dependiente de oxígeno en la cual 

intervienen complejos de donantes y aceptores de electrones, en la llamada 

cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones (CTE). A través de 

una serie de reacciones de oxidación-reducción se forma un gradiente 

electroquímico de protones que forma una energía potencial, la fuerza 

protón-motriz. La ATP sintasa (complejo V) aprovecha la vuelta de estos 

protones a través de un canal para así generar energía en forma de ATP, 

necesaria para la actividad celular (Figura 13). Esta ruta, sin embargo, tiene la 

desventaja de generar especies reactivas de oxígeno (ROS), como H2O2 o O2-, 

que pueden poner en riesgo a la célula al generar una situación de estrés 

oxidativo si se acumulan (Knott et al., 2008). 

 

Las mitocondrias son orgánulos altamente dinámicos, ya que forman redes en 

constante movimiento como resultado de los ciclos de fusión y fisión a los que 

pueden someterse. La biogénesis y degradación mitocondrial, su transporte y 

los procesos de fusión y fisión constituyen la denominada dinámica 

mitocondrial (Figura 13). Mantener un buen equilibrio entre estos procesos 

contribuye en gran medida a la salud de la red y al cumplimiento de requisitos 

energéticos de la célula (Van Laar and Berman, 2013). Las mitocondrias que 

pueden resultar dañadas por fallos bioenergéticos y estrés oxidativo, por 

ejemplo, y que son incapaces de fisionarse o fusionarse para mitigar el daño, 

pueden ser degradadas a través del proceso de mitofagia (Twig et al., 2008). 

En este proceso se detectan selectivamente mitocondrias con bajos 

potenciales de membrana (indicativo de una pérdida de la homeostasis 

mitocondrial), en las cuales se acumula la proteína PINK1. Esta proteína es 

capaz de reclutar Parkina, una ubiquitina-ligasa que permite así la 

ubiquitinación mitocondrial y la unión del receptor de autofagia selectiva p62 

(Figura 13) (Narendra et al., 2008; Matsuda et al., 2010). Como hemos visto 



introducción 

45 
 

anteriormente, ambas proteínas, PINK y Parkina, se encuentran entre los 

principales determinantes genéticos de la EP (loci PARK2 y PARK6) (página 10; 

Tabla 1). 

 

La regulación bidireccional entre los procesos de dinámica y bioenergéticos es 

de especial relevancia en neuronas, las cuales necesitan transportar y distribuir 

las mitocondrias a puntos de alta demanda energética, como son los 

terminales presinápticos, para mantener su actividad. Las neuronas tienen, 

además, una alta dependencia de la OXPHOS, ya que el 95 % de su energía 

en forma de ATP procede de esta ruta (Van Laar and Berman, 2013), y no 

pueden cambiar a la glucólisis como vía de obtención de energía en caso de 

que la OXPHOS se vea afectada (Knott et al., 2008). 

 

Además del aporte energético, otra de las funciones principales de las 

mitocondrias es la homeostasis de Ca2+. Las oscilaciones de este ion son de 

vital importancia en el proceso de despolarización neuronal para la 

neurotransmisión, por lo que las neuronas deben tener sus niveles muy 

controlados mediante proteínas que lo tamponen (p.e. calbindina y 

parvalbúmina) o secuestrándolo en depósitos intracelulares, como la 

mitocondria o el RE (Giorgi et al., 2018). En la homeostasis de Ca2+ tiene un 

papel clave la comunicación mitocondrial: en los últimos años se ha visto que 

las mitocondrias establecen los llamados sitios de contacto de membranas 

(MCS) con distintos orgánulos, incluyendo el RE, pero también lisosomas, 

peroxisomas, endosomas y membrana plasmática (Giacomello et al., 2020). 

Los contactos con el RE o los lisosomas, entre otras funciones, permiten la 

transferencia de Ca2+ entre la mitocondria y estos orgánulos (Figura 13) 

(Rizzuto et al., 1993; Peng et al., 2020).   
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Los contactos entre la mitocondria y el RE, también denominados membranas 

asociadas a mitocondrias (MAM), tienen implicaciones en la homeostasis de 

Ca2+, pero también en morfología y dinámica mitocondrial, autofagia (son un 

punto de formación de autofagosomas), apoptosis y síntesis e intercambio de 

fosfolípidos (Perrone et al., 2020). De hecho, en estos puntos puede reclutarse 

la proteína de fisión DRP1 que, con ayuda de túbulos del RE que constriñen la 

mitocondria, forma anillos a su alrededor para dividirla (Figura 13) (Friedman 

et al., 2011). Los contactos entre las mitocondrias y los lisosomas, por su parte, 

también constituyen una plataforma para regular bidireccionalmente la 

morfología, dinámica e identidad de ambos orgánulos, lo que contribuye a 

que se distribuyan y funcionen correctamente (Wong et al., 2018; Cantarero et 

al., 2020). Los MCS mitocondriales, en especial las MAM y los contactos 

mitocondria-lisosoma, se encuentran actualmente en el foco de numerosos 

estudios, puesto que en ellos confluyen muchas de las funciones alteradas en 

las enfermedades neurodegenerativas (Prinz et al., 2020). 

 

3.3.1. αSyn y la mitocondria 

αSyn tiene una mayor afinidad por las membranas mitocondriales que por 

otras membranas, debido a la composición de las mismas y, de hecho, existen 

evidencias de que αSyn puede interaccionar fisiológica y patológicamente con 

la mitocondria a varios niveles (membrana externa, membrana interna, matriz 

y MCS) (Bernal-Conde et al., 2019). 

 

αSyn puede acumularse en las mitocondrias de la SNc y del estriado de 

pacientes con EP e inhibir el complejo I de la CTE (Devi et al., 2008). Esta 

inhibición se conoce desde hace varias décadas (Schapira et al., 1990) y se ha 

corroborado en trabajos posteriores (Chinta et al., 2010; Loeb et al., 2010; 

Reeve et al., 2018). Recientemente, de hecho, se ha demostrado que la 
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eliminación del complejo I de la CTE es suficiente para causar parkinsonismo y 

neurodegeneración en un modelo murino (González-Rodríguez et al., 2021). 

Las principales consecuencias de esta disfunción serían la reducción de 

producción de energía en forma de ATP o la acumulación de ROS. La 

aparición de estrés oxidativo también se ha reportado en diversos modelos 

(Parihar et al., 2008; Subramaniam et al., 2014; Ludtmann et al., 2018) y puede 

contribuir a la propia agregación de αSyn (Scudamore and Ciossek, 2018). Por 

otra parte, se ha visto que αSyn podría estar ejerciendo un papel fisiológico 

directo sobre la ATP sintasa (complejo V) en su forma monomérica (Ludtmann 

et al., 2016); ante agregación y formación de oligómeros ricos en hojas β, αSyn 

dejaría de ejercer este rol y causaría la oxidación de la ATP sintasa por la 

aparición de ROS, estimulando la apertura del poro de transición de 

permeabilidad mitocondrial y la muerte celular (Ludtmann et al., 2018). 

 

La inhibición del complejo I de la CTE podría mediarse gracias al acceso de 

αSyn a la matriz mitocondrial a través del canal VDAC1, por el cual puede 

translocarse y causar un bloqueo (Gurnev et al., 2015; Rostovtseva et al., 2015; 

Jacobs et al., 2019). Del mismo modo, αSyn también puede interaccionar con 

TOM20 y bloquearlo y, en este caso, impedir la importación de proteínas 

necesarias para el funcionamiento mitocondrial (Di Maio et al., 2016). El 

reclutamiento de αSyn a la mitocondria se ha descrito ante determinadas 

condiciones, como acidificación del medio o externalización de cardiolipina, 

con la cual interacciona (Cole et al., 2008). La cardiolipina es un fosfolípido 

que se encuentra en la membrana mitocondrial interna; sin embargo, en 

condiciones de estrés mitocondrial puede translocarse a la membrana 

mitocondrial externa, donde es necesaria, por ejemplo, para reclutar la 

proteína LC3 e iniciar el proceso de mitofagia. A través de su interacción con 

la cardiolipina αSyn puede competir con el LC3, impidiendo la mitofagia (Ryan 
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et al., 2018), pero también generar multímeros en forma de poros en la 

membrana externa, causando una mayor disfunción mitocondrial (Ghio et al., 

2019).  

 

En la dinámica mitocondrial, la sobreexpresión y mutaciones patogénicas de 

αSyn generan un aumento de mitocondrias fragmentadas a través de su 

unión directa a la membrana, de forma independiente a DRP1, la principal 

proteína de fisión (Nakamura et al., 2011; Pozo Devoto et al., 2017). Este 

fenotipo también se ha visto como resultado de una fusión reducida, tanto de 

forma independiente (Kamp et al., 2010) como dependiente de la propia 

maquinaria de fusión mitocondrial (Xie and Chung, 2012). αSyn genera, 

además, una movilidad mitocondrial enlentecida en distintos modelos (Xie and 

Chung, 2012; Li et al., 2013; Melo et al., 2017; Pozo Devoto et al., 2017), lo cual 

puede tener un impacto sobre el reclutamiento de mitocondrias a puntos de 

demanda energética. 

 

3.3.2. αSyn y los contactos mitocondriales 

En 2014 se le atribuyó a αSyn una nueva localización fisiológica en las MAM, 

congruente con su afinidad por las balsas lipídicas. En este estudio se observó 

que las mutaciones en αSyn reducían su presencia en las MAM, lo cual 

afectaba a la cercanía entre orgánulos y a las funciones de los contactos, 

generando además mitocondrias fragmentadas (Guardia-Laguarta et al., 

2014). Anteriormente, Calì y colaboradores ya habían reportado que αSyn era 

necesaria para la transferencia de Ca2+, incrementando los contactos entre la 

mitocondria y el RE. El silenciamiento o agregación de αSyn, en cambio, 

reducían los contactos y la transferencia de este ion, además de causar un 

incremento autofágico (Calì et al., 2012). αSyn podría estar ejerciendo estos 

efectos mediante su unión a VAPB, una de las proteínas de anclaje descritas 
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de las MAM, de forma que las mutaciones o sobreexpresión de αSyn 

afectarían a la unión de VAPB con PTPIP51 (Paillusson et al., 2017). 

 

En cuanto a los contactos entre la mitocondria y los lisosomas, se sabe que 

pueden tener profundas implicaciones en la fisiopatología de la EP, por el 

protagonismo que tienen ambos orgánulos en esta patología. Sin embargo, 

todavía no se ha establecido ningún vínculo directo entre αSyn y dichos 

contactos. En 2018 se describió un mecanismo por el cual ambos orgánulos 

controlaban su distancia y los puntos de fisión mitocondrial, de forma 

dependiente de la hidrólisis de GTP por parte de RAB7 (Wong et al., 2018) 

(Figura 13). Como hemos visto, RAB7 es una de las GTPasas que interacciona 

con αSyn, por lo que no sería descartable que αSyn tuviera un impacto en 

estos contactos a través de esta interacción. Recientemente el mismo grupo 

publicaba, en neuronas de un paciente de EP con mutaciones en heterocigosis 

en GBA, que los contactos mitocondria-lisosoma están aumentados por un 

fallo en su desacoplamiento, lo cual tenía un impacto sobre la distribución y 

función mitocondriales (Kim et al., 2021). 

 

3.4. Neuroinflamación 

En la última década la neuroinflamación se ha postulado como un evento 

central en la fisiopatología de las enfermedades neurodegenerativas del 

sistema nervioso central (Kwon and Koh, 2020), así como en neuropatías 

periféricas (Fernandez-Lizarbe et al., 2019). Aunque el sistema nervioso central 

se ha considerado un tejido relativamente inmunoprivilegiado, con un 

microambiente inmunosupresor, tiene la capacidad de iniciar respuestas 

inmunes controladas a distintos niveles. Los factores desencadenantes de 

estas respuestas pueden ser agentes externos, asociados a infecciones víricas 

o bacterianas, o agentes internos, los llamados patrones moleculares 
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asociados a daño (DAMPs). Entre estos últimos encontraríamos mediadores 

liberados por las neuronas dañadas o muertas, como ATP, metaloproteinasa-

3, neuromelanina o, en el caso concreto que nos ocupa, αSyn agregada 

(Tufekci et al., 2012). 

 

La microglía, los macrófagos residentes del cerebro, representan entre un 5 % 

y un 12 % del total de células del sistema nervioso central y constituyen la 

inmunidad innata frente a estos factores. Entre sus principales funciones 

destacan el mantenimiento de la homeostasis sináptica y de mielina, su papel 

como sensores de daño o infección, la migración a estos lugares de daño para 

fagocitar restos neuronales y la protección frente a estímulos tóxicos o 

infecciosos (Hickman et al., 2018). Ante una estimulación, la microglía “en 

reposo” puede adquirir distintos fenotipos activados, que son identificables en 

base a parámetros morfológicos (la microglía en reposo ramificada pasa a una 

morfología ameboide al activarse) o en base a la expresión de determinados 

marcadores. El fenotipo M1 se adquiere a través de la llamada “activación 

clásica”, mediante la producción de citoquinas proinflamatorias como 

interferón-γ (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α); por su parte, el 

fenotipo M2 se da tras la “activación alternativa”, y está mediado por 

citoquinas como la interleuquina (IL) 4 (IL-4) o la IL-13, las cuales poseen 

propiedades antiinflamatorias (Tang and Le, 2016). El paso de la microglía M2 

neuroprotectora a la microglía M1 neurotóxica es un factor común a las 

enfermedades neurodegenerativas, promoviendo un ambiente 

neuroinflamatorio que retroalimenta el daño neuronal. En el caso de la EP, 

fueron McGeer y colaboradores los que reportaron por primera vez la 

presencia de microglía reactiva en la SNc de cerebros postmortem de 

pacientes (McGeer et al., 1988). De hecho, los pacientes con EP muestran 

aumentos de citoquinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6, IFN-γ y TNF-α en el 
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estriado y el líquido cefalorraquídeo (Mogi et al., 1994; Blum-Degen et al., 

1995). Esta misma activación microglial se ha encontrado en numerosos 

modelos con formas mutantes o sobreexpresión de αSyn (Gomez-Isla et al., 

2003; Su et al., 2008; Theodore et al., 2008; Sanchez-Guajardo et al., 2010; 

Watson et al., 2012), y podría iniciarse con la secreción de αSyn al medio por 

parte de neuronas afectadas o dañadas, la cual intentará captar y degradar la 

microglía. La detección de esta αSyn extracelular, de forma dependiente de 

los receptores TLR (Kim et al., 2013; Choi et al., 2020), entre otros, puede 

modular la actividad fagocítica de la microglía, estimular la producción de 

citoquinas proinflamatorias y ROS, así como activar cascadas de señalización 

claves como las rutas de NFκB y de quinasas MAP (MAPK) (Klegeris et al., 

2008; Hoenen et al., 2016; Choi et al., 2020). 

 

Los astrocitos también se han visto implicados en la fisiopatología de las 

enfermedades neurodegenerativas. Estas células gliales son las más 

numerosas del cerebro y tienen funciones tan importantes como el 

mantenimiento de la homeostasis de agua e iones, la secreción de 

neurotrofinas, la regulación de la transmisión sináptica o la regulación de la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica, funciones vitales para la 

supervivencia neuronal (Kam et al., 2020). Los astrocitos también pueden 

responder ante infecciones o citoquinas proinflamatorias procedentes de la 

microglía y activarse, generando los astrocitos A1 reactivos (Liddelow et al., 

2017). La astrogliosis se ha manifestado en distintos modelos de EP a través de 

la hipertrofia de sus somas y prolongaciones, así como de aumentos de la 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP), uno de los principales marcadores de estas 

células. Al igual que en el caso de la microglía, también hay indicios de que los 

astrocitos tienen la capacidad de captar la αSyn que liberan las neuronas 

como mecanismo de protección. Estos astrocitos, además, son capaces de 
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generar citoquinas proinflamatorias tras acumular αSyn (Lee et al., 2010) y 

podrían, de este modo, exacerbar y perpetuar la activación microglial (Farina 

et al., 2007).

Figuraa 14.. Procesoss neuroinflamatorioss enn laa EPP asociadaa aa αSyn.. La αSyn secretada por las 
neuronas es detectada por la microglía, que la capta para degradarla, y activa las rutas de 
señalización proinflamatorias. Esto causa la aparición de fenotipos microgliales neurotóxicos (M1) 
en detrimento de los neuroprotectores (M2), así como de astrocitos reactivos, que agravan la 
neuroinflamación y el daño neuronal. Los linfocitos T citotóxicos y colaboradores también pueden 
infiltrarse en el sistema nervioso central y detectar los antígenos de αSyn, modulando la respuesta 
inflamatoria. MHC: complejo mayor de histocompatibilidad. TCR: receptor de linfocitos T. Imagen 
creada con BioRender.
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Aunque se han estudiado en menor medida que las respuestas innatas, la EP 

también puede provocar respuestas inmunes adquiridas, es decir, respuestas 

neuroinflamatorias que son específicas según los antígenos desencadenantes. 

Los principales efectores de estas respuestas son los linfocitos T, que modulan 

a su vez la respuesta de otras células inmunes, y los linfocitos B, que producen 

respuestas humorales generando anticuerpos específicos (Schonhoff et al., 

2020). La infiltración de linfocitos T colaboradores (CD4+) y citotóxicos (CD8+) 

del sistema inmunitario periférico se ha detectado en cerebros postmortem y 

modelos de EP (Brochard et al., 2009; Sanchez-Guajardo et al., 2010). Además, 

se ha visto que péptidos derivados de αSyn pueden ser reconocidos por 

linfocitos T colaboradores y citotóxicos derivados de pacientes de EP, 

actuando de este modo como epítopos antigénicos (Sulzer et al., 2017). Las 

respuestas adquiridas pueden contribuir al proceso inflamatorio mediante la 

producción de citoquinas proinflamatorias o la activación de células del 

sistema inmunitario innato (Schonhoff et al., 2020). 
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HHIPÓTESIS 

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto en relación con la 

fisiopatología de la enfermedad de Parkinson y el protagonismo de la proteína 

αSyn en la misma, planteamos la siguiente hipótesis: 

La proteína αSyn tiene una implicación fisiológica en los procesos celulares 

afectados en la enfermedad de Parkinson. La alteración de la dosis génica del 

gen SNCA, codificante de αSyn, puede contribuir a la fisiopatología 

neurodegenerativa y a la vulnerabilidad neuronal selectiva. 

 

OBJETIVOS 

Con el fin de abordar esta hipótesis, hemos establecido tres objetivos que 

conllevan el estudio fisiopatológico en paralelo de dos modelos murinos de 

αSyn, uno de ausencia y otro de sobreexpresión de dicha proteína, así como 

el análisis de las regiones implicadas en la vía nigroestriada, como principal eje 

afectado por la neurodegeneración dopaminérgica: 

 

1. Establecer y caracterizar el fenotipo motor de modelos murinos de ausencia 

(Snca knockout [Snca-/-]) y sobrexpresión (SNCA-OVX) de αSyn.    

2. Conocer el efecto de la ausencia o la ganancia de función de αSyn en: 

2.1. La vía autofágica-lisosomal. 

2.2. La homeostasis mitocondrial y de sus contactos de membrana con 

otros orgánulos determinantes en la fisiopatología de la EP. 

2.3. Los procesos neuroinflamatorios relevantes en la neurodegeneración. 

3. Estudiar las singularidades en las respuestas de la SN, como región que 

alberga los somas dopaminérgicos, y el estriado dorsal, como región que 

contiene los axones dopaminérgicos y las neuronas receptoras de dichas 

aferencias. 
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1. MODELO MURINO 
 

Para el presente estudio se utilizó la cepa B6.Cg-Tg(SNCA)OVX37Rwm 

Sncatm1Rosl/J (#023837, The Jackson Laboratory), también denominada SNCA-

OVX, un modelo murino de EP familiar asociada a múltiples copias del gen 

SNCA. Esta cepa se obtuvo introduciendo un cromosoma artificial bacteriano 

con el locus completo de dicho gen, permitiendo que la expresión del 

transgén SNCA recapitule la de la proteína endógena, al insertarse y estar bajo 

el control del promotor nativo, así como de sus zonas reguladoras. Este 

modelo fue generado sobre un fondo puro C57BL/6 Snca-/- mediante cruces 

con la cepa Sncatm1Rosl (#003692, The Jackson Laboratory) para evitar 

interacciones entre la αSyn endógena y la humana (Janezic et al., 2013). Para 

estudiar la función fisiológica de αSyn se aprovechó el fondo Snca-/- como 

modelo deficiente en dicha proteína, ya que estos animales tienen 

interrumpidos los dos primeros exones del gen Snca (Abeliovich et al., 2000). 

Como control se utilizó la cepa de ratón de fondo puro C57BL/6. 

Todos los procedimientos han sido aprobados por el Comité Ético de 

Experimentación Animal de la Universitat de Barcelona (CEEA-UB) y la 

Generalitat de Catalunya, con el número de registro C-379/17 (9818). 

 

1.1. Expansión de la colonia 

La colonia se expandió a partir de individuos hemicigotos para el transgén de 

αSyn humana y heterocigotos para el alelo interrumpido del gen Snca (Snca+/- 

SNCATg/0). Se realizaron los cruces necesarios hasta obtener los genotipos de 

interés, que se llevaron a homocigosis para asegurar los genotipos 

embrionarios en los cultivos primarios. Los genotipos obtenidos, por tanto, 

fueron Snca+/+ como animales silvestres (wild type), con ambas copias 

normales del gen de la αSyn endógena. En segundo lugar, el genotipo Snca-/- 
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como modelo de estudio de la función de αSyn, ya que posee ambos alelos 

del gen Snca interrumpidos y ausencia de transgén humano; finalmente, el 

genotipo Snca-/- SNCATg/Tg (SNCA-OVX) es el modelo empleado para el 

estudio de la fisiopatología de la EP, al poseer el doble de expresión de αSyn 

humana respecto a la endógena en los animales silvestres (Janezic et al., 2013). 

Tanto los animales Snca-/- como los animales SNCA-OVX son viables y fértiles 

y poseen una esperanza de vida normal. La colonia se expandió inicialmente 

mediante sistema de cruces continuos. A los 21 días postparto las crías fueron 

destetadas, sexadas e identificadas mediante perforación de oreja y asignación 

de número de camada. Se tomó como muestra la propia perforación de oreja 

para el posterior genotipado. Los animales fueron alojados en la Unidad de 

Experimentación Animal del Hospital Sant Joan de Déu, en jaulas de tipo 500 

(Panlab) con lecho de serrín y viruta para formar los nidos. Las condiciones de 

alojamiento fueron de 20-23 °C de temperatura, 45-60 % de humedad y 

ciclos de 12 horas de luz/oscuridad, con comida y agua a demanda.  

 

1.2. Sistema de genotipado 
Dada la naturaleza del modelo SNCA-OVX, el genotipado de esta colonia está 

compuesto por dos reacciones en cadena de polimerasa (PCR), una de tipo 

estándar y otra de tipo cuantitativo (qPCR). El DNA genómico (gDNA) se 

extrajo de muestras de oreja con un kit comercial basado en columnas de 

purificación (Quick-DNA Miniprep Plus Kit, Zymo Research). La concentración y 

pureza del gDNA obtenido se midió con un NanoDrop One (ThermoFisher 

Scientific). Por tanto, de cada muestra se determinó: i) la presencia o ausencia 

del alelo mutante que tiene interrumpidos los primeros exones del gen Snca y 

ii) la presencia y cantidad de transgén SNCA para saber si se encontraba en 

hemicigosis u homocigosis. Las tablas 2 y 3 muestran las secuencias de 

oligonucleótidos y las condiciones empleadas. 
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La PCR estándar se llevó a cabo con el KAPA2G Robust HotStart PCR Kit 

(Roche). Los tamaños de los fragmentos generados para cada genotipo 

fueron: 192 pares de bases (pb) para el alelo mutante (individuos Snca-/-), 105 

pb para el alelo normal (individuos Snca+/+) y ambas bandas en individuos 

heterocigotos (Snca+/-). 

 

La qPCR se realizó utilizando PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied 

Biosystems) y los oligonucleótidos indicados en la mitad inferior de la Tabla 2. 

Previamente al genotipado se llevó a cabo una curva patrón y se compararon 

distintos métodos de extracción de gDNA, para descartar aquellos con 

presencia de contaminantes que inhibieran la reacción. Se considera una 

buena curva aquella con una eficiencia de entre 90 y 110 %, una pendiente de 

-3.3 (la diferencia de ciclos esperada por un factor de dilución 10) y un 

coeficiente de determinación (R2) de al menos 0.99. Se emplearon 10, 20, 40 y 

100 ng totales de gDNA mediante diluciones seriadas y se seleccionó el Quick-

DNA Miniprep Plus Kit como método de extracción, al cumplir todos los 

requisitos mencionados. Para el genotipado se utilizaron inicialmente dos 

puntos de la curva para asegurar los resultados obtenidos (20 y 40 ng) y como 

controles de genotipo conocido un hemicigoto y un homocigoto para el 

transgén de αSyn humana. La qPCR se realizó con el QuantStudio 6 Flex Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo de ciclos 

recomendado por el fabricante, y se analizó con el software correspondiente. 
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Tabla 2. Oligonucleótidos empleados para el genotipado de la colonia SNCA. 

Nombre  Especie  Secuencia (5’  33’) Tª aanill. 

Snca Forward Ratón TCAGCCACGATAAAACTGAGG 57 °C 

Wild type Snca Reverse Ratón GTGAGGGCTGTGGGTATCTG 59 °C 

Mutant Snca Reverse Ratón GCCTGAAGAACGAGATCAGC 57 °C 

SNCA Transgene Forward Humano CCTCCTGTTAGCTGGGCTTT 57 °C 

SNCA Transgene reverse Humano ACCACTCCCTCCTTGGTTTT 55 °C 

IPC Forward Ratón CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 63 °C 

IPC Reverse Ratón GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 67 °C 

Tª anill.: temperatura de anillamiento. IPC: Internal Positive Control (gen de la interleuquina-2 
murina). 
 

Tabla 3. Programa de ciclos empleado para el genotipado del gen Snca por PCR estándar. 

 Paso  Tª  Tiempo  Ciclos  

1 Desnaturalización inicial 94 °C 2 min  

2 Desnaturalización 94 °C 20 s 10 ciclos 

-0.5 °C por ciclo en el 
paso 3 (Touchdown) 

3 Anillamiento 65 °C 15 s 

4 Elongación 68 °C 10 s 

5 Desnaturalización 94 °C 15 s 

28 ciclos 6 Anillamiento 60 °C 15 s 

7 Elongación 72 °C 10 s 

8 Elongación final 72 °C 2 min  

9 Mantenimiento 10 °C ∞ 
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1.3. Evaluación motora 

1.3.1. Rotarod acelerado 

Para evaluar su coordinación motora, los animales fueron sometidos a la 

prueba del rotarod (Dunham and Miya, 1957). La prueba del rotarod 

acelerado consiste en colocar al animal en un cilindro que acelera de forma 

constante desde 4 revoluciones por minuto (rpm) a 40 rpm, durante un 

período de 5 minutos (Brooks and Dunnett, 2009) (Figura 15). La latencia de 

caída, es decir, el tiempo que tarda cada animal en caer, nos informará de la 

coordinación motora del mismo. La prueba se realizó en animales de 3, 6 y 12 

meses de edad con un Rota Rod LE8205 (Panlab). Todos los ratones se 

pesaron previamente a cada prueba para evitar diferencias asociadas al peso, 

y se aclimataron a la sala durante 1-1.5 horas. Los animales realizaron un día 

de entrenamiento en el cual cada uno debía mantenerse 60 segundos a una 

velocidad constante de 4 rpm. Aquellos animales que no superaron este 

entrenamiento, en un máximo de 10 minutos totales de intentos, fueron 

descartados de la prueba. La prueba se llevó a cabo en los tres días 

consecutivos al entrenamiento para poder comparar diferencias en la 

coordinación motora y en la progresión de cada genotipo en esos tres días 

(McFadyen et al., 2003). En cada día de prueba (sesión), cada animal realizó 

tres intentos para completar el periodo de 5 minutos, con un tiempo de 

descanso de un minuto. Se anotaron las latencias de caída en cada intento y 

se representó la media de los tres intentos para cada animal, sesión y edad. 

Las medias se compararon mediante un ANOVA de dos vías de medidas 

repetidas, con el cual se pudo analizar el efecto de genotipo, de progresión 

entre sesiones y de interacción entre ambas variables. En caso de ser 

significativo, el efecto de genotipo se sometió a comparaciones múltiples. 
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Figuraa 15.. Pruebaa dell rotarodd acelerado.. Imagen real del procedimiento (izquierda) y esquema 
ilustrativo indicando la situación del cilindro y los animales, y la pantalla de configuración y 
registro (derecha). Ilustración creada con BioRender.

1.3.2. Análisis de huellas

El análisis de las huellas se realizó con el fin de evaluar la forma de caminar de 

los animales Snca-/- y SNCA-OVX a los 6 y 12 meses de edad. Los animales se 

aclimataron a la sala durante 1-1.5 horas. Las patas traseras de cada animal se 

pintaron con tinta al agua no-tóxica para obtener los recorridos, y cada ratón 

se colocó al principio de un pasillo iluminado de 70 cm de largo, 9 cm de 

ancho y 7 cm de alto que terminaba en una caja oscura. El pasillo se recubrió 

con papel de filtro para que se marcaran las huellas (Figura 16). Cada animal 

generó tres recorridos consecutivos que fueron escaneados para su posterior 

análisis mediante el programa ImageJ (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij). Se 

analizaron 9 huellas individuales (3 huellas por recorrido) y 12 medidas de 

zancadas (4 medidas por recorrido) para cada individuo. Los parámetros 

analizados en las huellas fueron la expansión de los dedos y la longitud 

plantar. Los parámetros analizados en las zancadas fueron la longitud y el 

ángulo.

Cilindro

Configuración de velocidad
Registro de latencias
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Figura 16. Procedimiento para el análisis de huellas. Imagen real del procedimiento (izquierda) y 
esquema ilustrativo indicando la situación del pasillo, el animal y la caja, así como el recorrido 
resultante (derecha). Ilustración creada con BioRender. 

 

1.4. Obtención de muestras frescas de tejido cerebral de ratón 

Las muestras de corteza, estriado y mesencéfalo ventral (vM) se obtuvieron 

tras el sacrificio por dislocación cervical de animales de 6 y 12 meses de edad. 

Se extrajo el cerebro y se colocó sobre una matriz de disección que permite 

obtener secciones coronales de 1 mm de grosor. Las muestras de vM se 

obtuvieron recogiendo las fracciones ventrales correspondientes a la región 

comprendida entre las coordenadas 2.70 mm y 3.77 mm posteriores a 

bregma (figuras 53 a 63 del atlas cerebral de ratón de Paxinos y Franklin). Para 

determinar qué secciones estaban más enriquecidas en substantia nigra (SN) 

se seleccionaron, posteriormente, mediante la inmunodetección del marcador 

dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH) por Western blot, siendo las fracciones 

12 y 13 las seleccionadas en disecciones posteriores (Figura 17). El estriado y la 

corteza se diseccionaron manualmente (Spijker, 2011). Todas las muestras se 

congelaron inmediatamente en N2 líquido y se almacenaron a -80 °C para su 

posterior extracción proteínica. En caso de extracción de RNA, las muestras se 

sumergieron en trizol según su peso y se almacenaron a -80 °C. 

Caja oscura
Pasillo iluminado

Recorrido
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Figuraa 17.. Procedimientoo dee disecciónn yy selecciónn dee muestrass dee mesencéfaloo ventral.. La matriz 
de disección permite la ubicación del cerebro y su división en fracciones de 1 μm. Las fracciones 
aproximadas correspondientes a la localización de la substantia nigra, tomando como referencia 
el atlas de Paxinos y Franklin, se recogieron de forma individual. Estas fracciones se sometieron a 
Western blot para detectar aquellas con mayor cantidad de tirosina hidroxilasa, como forma 
indirecta de seleccionar las fracciones con más neuronas dopaminérgicas.

1.5. Obtenciónn dee cortess cerebraless fijadoss mediantee perfusión 

intracardíacaa 

La perfusión intracardíaca se realizó en animales de 3, 6 y 12 meses 

previamente anestesiados. La anestesia se administró vía intraperitoneal y 

consistía en una mezcla de ketamina/xilacina (100/10 mg/kg). Previamente al 

procedimiento se evaluó el plano anestésico con el reflejo de la estación 

(intento de incorporación sobre las extremidades) y el reflejo podal tras la 

compresión de los dedos de las extremidades. Una vez comprobada la 

desaparición de estos reflejos, se procedió a la apertura de la cavidad torácica 

para acceder al ventrículo izquierdo, donde se insertó la aguja conectada a la 

bomba de infusión intravenosa (Alaris CC), y se realizó una incisión en la 

aurícula derecha para permitir la salida de flujo del sistema circulatorio. El flujo 

de bombeo se fijó a 300 mL/h y se inyectaron 100 mL de tampón fosfato 

Fracción 11

Fracción 12

Fracción 13

Matriz

Wild type Snca-/- SNCA-OVX

Atlas Fracción

Fracción 11 12 13 11 12 13 11 12 13

TH

αSyn
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salino (PBS), para la limpieza del tejido, seguidos de 100 mL de 

paraformaldehído (PFA) al 4 % en PBS como fijador. Una vez concluida la 

perfusión, se extrajo el cerebro ya fijado del cráneo y se llevó a cabo una 

postfijación de 24 horas en PFA 4 % en PBS. El cerebro fue entonces 

criopreservado con un gradiente de sacarosa, sumergiéndolo sucesivamente 

en tampón fosfato (PB) 0.1 M al 10 %, 20 % y 30 % de sacarosa. La inclusión de 

los cerebros en medio de congelación OCT se realizó colocándolos en un 

baño de isopentano sobre N2 líquido. Una vez embebidas en OCT, las 

muestras se guardaron a -80 °C o se colocaron en el criostato (Leica 

Biosystems) para proceder a la obtención de secciones de 40 μm de grosor. 

Los cortes se recogieron en placas con solución anticongelante (30 % glicerol, 

30 % etilenglicol, 40 % PB 0.1 M, pH 7.4) y se guardaron a -20 °C hasta su uso. 

 

2. MODELOS CELULARES 
 

2.1. Cultivo primario de mesencéfalo ventral 

El cultivo primario de neuronas dopaminérgicas se llevó a cabo mediante la 

disección del mesencéfalo ventral de embriones a 12.5 y 14.5 días de 

gestación. Los embriones se extrajeron de los cuernos uterinos y se colocaron 

en placas con medio de disección GHEBS (glucose HEPES buffer solution; 137 

mM NaCl, 2.7 mM KCl, 22.2 mM glucosa, 25 mM HEPES, pH 7.4, y 20 IU/mL 

penicilina más 20 mg/mL de estreptomicina) en hielo. El cerebro se extrajo y 

se sometió a dos cortes para aislar el mesencéfalo del prosencéfalo y 

rombencéfalo. Las meninges fueron eliminadas y el mesencéfalo se abrió por 

la parte dorsal, de forma que la parte ventral quedó en el centro de la pieza y 

se descartaron las regiones externas (dorsales). En condiciones de esterilidad, 

los mesencéfalos se lavaron con GHEBS estéril y se procedió a su digestión 

enzimática. La digestión enzimática se realizó con papaína a 0.3 mg/mL 
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(Roche) en GHEBS, suplementada con DNasa I (Roche) a 1 mg/mL, durante 15 

minutos a 37 °C. La digestión se inactivó con el medio de siembra, Dubelcco’s 

Modified Eagle Medium con la mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F-12) (Merck) 

suplementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS) inactivado, 10 % de suero 

de caballo y gentamicina 10 μg/mL. Se procedió entonces a la disgregación 

mecánica hasta obtener una suspensión celular homogénea, descartando los 

trozos restantes no disgregados. La mezcla se filtró con un tamiz celular de 40 

μm de tamaño de poro (Corning) y se centrifugó a 100 g durante 5 minutos. El 

pellet se resuspendió en el medio de siembra, y se procedió al contaje celular 

con cámara de Neubauer y ajustándose la suspensión a la concentración 

deseada. Las células se sembraron en placas p24 (Sarstedt) con cubreobjetos 

de 12 mm (VWR) pretratados con poli-D-lisina (Merck) a 100 μg/mL en 

tampón bórico-borato 150 mM, pH 8.3, y laminina (Merck) a 10 μg/mL en 

medio de siembra, ambas incubadas durante una noche a 37 °C. Las neuronas 

se mantuvieron hasta el día in vitro (DIV) 7, realizando un cambio del 50 % del 

medio a DIV4. 

 

2.2. Cultivo primario estriatal 

El cultivo primario de neuronas estriatales se llevó a cabo mediante la 

disección de los dos estriados de embriones a 16.5 días de gestación. Los 

embriones se extrajeron de los cuernos uterinos y se colocaron en placas con 

medio de disección GHEBS en hielo. El cerebro se extrajo y se eliminaron las 

meninges. Mediante dos cortes corticales paralelos a la línea media se accedió 

a los estriados para su recolección. En condiciones de esterilidad, los estriados 

se lavaron con GHEBS estéril y se procedió a su digestión enzimática con 

tripsina al 0.05% (Merck) a 37 °C durante 10 minutos. La tripsina se inactivó 

con DMEM/F-12 suplementado con 10 % FBS inactivado y 10 μg/mL de 

gentamicina (Gibco). Se procedió entonces a la disgregación mecánica hasta 
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obtener una suspensión celular homogénea, descartando los trozos restantes 

no disgregados. La mezcla se filtró con un tamiz celular de 40 μm de tamaño 

de poro (Corning) y se centrifugó a 200 g durante 5 minutos. El pellet se 

resuspendió en 1 mL de medio Neurobasal (Gibco) suplementado con 1 % de 

GlutaMax (Merck), 2% de B-27 (Gibco) y 10 μg/mL de gentamicina (Gibco). Se 

procedió al contaje celular con cámara de Neubauer y se ajustó la suspensión 

a la concentración deseada. Las células se sembraron en placas p24 (Sarstedt) 

con cubreobjetos de 12 mm (VWR) para inmunofluorescencia, o en placas p6 

para Western blot. Las placas fueron pretratadas con poli-D-lisina (Merck) a 

100 μg/mL en tampón bórico-borato 150 mM, pH 8.3, y laminina (Merck) a 10 

μg/mL en medio de siembra, ambas incubadas durante una noche a 37 °C. 

Las neuronas se mantuvieron hasta DIV7, realizando un cambio del 50 % del 

medio a DIV4 (Figura 18), en el cual se añadió citarabina (AraC) a 1 μM y se 

eliminó el FBS para evitar la proliferación excesiva de células gliales. 

 
Figura 18. Neuronas estriatales embrionarias en cultivo a DIV4. Imagen de campo claro con el 
objetivo 20x. 
 

2.3. Tinciones y tratamientos 

Para visualizar las mitocondrias, las neuronas en cultivo de vM se tiñeron con 

MitoTracker DeepRed (MTDR) (Invitrogen) a 200 nM durante 30 minutos a 37 
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°C, tras lo cual se continuó con el procedimiento habitual de fijación e 

inmunofluorescencia para la detección de TH (página 75). Para la inhibición 

lisosomal, las neuronas estriatales se trataron con Bafilomicina A1 (Merck) a 

200 nM durante 4 horas a 37 °C. 

 

3. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
 

3.1. Inmunodetección de proteínas por Western blot 

3.1.1. Extracción, cuantificación de proteína y preparación de muestras 

El extracto proteínico de las muestras cerebrales diseccionadas se obtuvo 

añadiendo entre 100 y 500 μL de tampón de lisis (50 mM Tris HCl a pH 7.4, 1.5 

mM MgCl2, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 % Tritón X-100), suplementado con 

inhibidores de proteasas (0.1 mM PMSF y cóctel de inhibidores de Roche 1x) y 

fosfatasas (50 mM NaF y 1 mM Na2VO3). Las muestras se mantuvieron en hielo 

durante todo el procedimiento y se homogeneizaron con un homogeneizador 

Polytron. En el caso de los cultivos neuronales, se añadieron entre 75 y 100 μL 

de tampón de lisis al pocillo, y se despegaron y recogieron las neuronas 

utilizando un scraper o rascador celular (Sarstedt). Tras 20 minutos de 

incubación con tampón de lisis, las muestras se sometieron a una 

centrifugación de 13200 rpm 20 minutos a 4 °C. La concentración proteínica 

del sobrenadante (extracto proteínico) se cuantificó por colorimetría con el 

Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific), con concentraciones 

conocidas de seroalbúmina bovina (BSA) para establecer la recta patrón. Se 

prepararon muestras de 30-40 μg de proteína total con la cantidad de 

tampón de carga 4x (62.5 mM Tris HCl a pH 6.8, 10 % glicerol, 2.3 % SDS, 0.1 

% azul de bromofenol, 5 % β-mercaptoetanol) correspondiente, y se hirvieron 

a 95 °C durante 5 minutos. Las muestras hervidas se guardaron a -20 °C hasta 

su uso o se cargaron directamente en geles de poliacrilamida. 
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3.1.2. Electroforesis en geles SDS-PAGE 

Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para la 

separación de proteínas por tamaño. El gel separador se preparó con bis-

acrilamida al 5-15 %, según los tamaños de las proteínas de interés, en 

tampón Tris HCl a 1.5 M y 14 mM SDS a pH 8.8. El gel concentrador se 

preparó con bis-acrilamida al 4.75 % en tampón Tris HCl a 0.5 M y 14 mM SDS 

a pH 6.8. En ambos geles se añadieron tetrametiletilendiamina (TEMED) y 

persulfato de amonio como agentes de catálisis y polimerización de 

acrilamida. El gel corrió en condiciones desnaturalizantes en tampón de 

electroforesis (25mM Tris HCl, 200 mM glicina y 1.7 mM SDS) a voltaje 

constante de 70-90 V. Para el marcaje de los pesos moleculares se cargó el 

marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder 

(ThermoFisher Scientific). 

 

3.1.3. Transferencia húmeda y Western blot 

Posteriormente a la electroforesis en gel, las muestras fueron electro-

transferidas a membranas de PVDF de 0.45 μm de tamaño de poro (GE 

Healthcare) para la detección de las proteínas de interés. La transferencia se 

llevó a cabo durante 90 minutos a 4 °C, a un voltaje constante de 90 V, en 

tampón de transferencia (25 mM Tris HCl a pH 8, 19.2 mM glicina y 10-20 % 

metanol). Las membranas se bloquearon con 5 % de leche desnatada en 

polvo o BSA en solución salina tamponada con Tris, con Tween (TBS-T: 25 mM 

Tris HCl a pH 8, 50 mM NaCl, 2.5 mM KCl y 0.1 % Tween-20), para minimizar 

las interacciones inespecíficas. A continuación, se incubaron con los 

anticuerpos primarios (página 79) para la detección de las proteínas de 

interés, diluidos en TBS-T (pudiendo suplementarse con 5% de leche o BSA, 

según las necesidades del anticuerpo). La incubación se llevó a cabo durante 

toda la noche a 4 °C en agitación. Los restos de anticuerpo primario no unido 
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se eliminaron de la membrana mediante tres lavados con TBS-T en agitación. 

Se procedió entonces a la incubación, durante 1 hora a temperatura ambiente 

y en agitación, con los anticuerpos secundarios correspondientes (página 80), 

conjugados a HRP y diluidos en TBS-T con 5 % de leche desnatada en polvo. 

Tras esta incubación, se lavó el excedente de anticuerpo secundario con tres 

lavados con TBS-T en agitación y se procedió al revelado de las membranas. 

La detección quimioluminiscente se realizó incubando las membranas 2 

minutos con una mezcla 1:1 de los reactivos del Amersham ECL Prime Western 

Blotting Detection Reagent (GE Healthcare), y se procedió al revelado en el 

iBrigth CL1000 Imaging System (ThermoFisher Scientific). La cuantificación 

densitométrica de las bandas se realizó mediante el programa ImageJ (NIH, 

http://rsb.info.nih.gov/ij) y se relativizaron las proteínas de interés a las 

proteínas control correspondientes (proteínas no fosforiladas o proteínas 

housekeeping). 

 

3.2. Inmunodetección de proteínas por inmunofluorescencia 

3.2.1. Inmunofluorescencia en cortes de tejido fijado congelado 

Los restos de anticongelante se eliminaron de los cortes de interés mediante 

dos lavados de 30 minutos en PB y un lavado de 5 minutos en PBS. Los cortes 

se sumergieron entonces en solución de bloqueo y permeabilización (4 % 

BSA, 5 % suero de cabra o burro y 0.1 % tritón en PBS), tras lo cual se lavaron 

con PBS y se incubaron en flotación durante 48-72 horas con los anticuerpos 

primarios (página 79) diluidos en solución de incubación (4 % BSA, 1 % suero 

de cabra o burro, opcionalmente 0.1 % Tritón X-100, en PBS), a 4 °C. Tras lavar 

el excedente de anticuerpo primario con PBS, los cortes se incubaron durante 

2 horas en flotación con los anticuerpos secundarios correspondientes (página 

80), diluidos en solución de incubación. Finalmente, se llevaron a cabo dos 

lavados sobre el tejido, durante 20 minutos en PB, y un último lavado de 20 
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minutos en PBS, tras el cual se procedió al montaje de los cortes sobre 

portaobjetos en Fluoromount-G Mounting Medium con 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) (Invitrogen), sellándose a continuación los cubreobjetos sobre 

el portaobjetos. 

 

3.2.2. Inmunofluorescencia de neuronas en cultivo 

Las neuronas sembradas en cubreobjetos de 12 mm (VWR) se fijaron durante 

20 minutos con PHEM (60 mM Pipes, 25 mM HEPES, 5 mM EGTA, 1 mM 

MgCl2) suplementado con 0.25 % de glutaraldehído, 4 % de PFA y 4 % de 

sacarosa, pH 7.4. Se hicieron tres lavados para eliminar los restos de fijador, 

con PB 0.1 M, y se guardaron las células en PB con azida sódica al 0.2 % a 4 

°C hasta su uso. En caso de continuar con el procedimiento de 

inmunofluorescencia, las neuronas se incubaron 1.5 horas en solución de 

permeabilización y bloqueo (4 % BSA, 0.5 % Tritón X-100 en PB 0.1 M), y toda 

la noche con los anticuerpos primarios (página 79) diluidos en la misma 

solución, a 4 °C. Se eliminó el anticuerpo primario con tres lavados de PB, tras 

lo cual se incubaron las células 1.5 horas en solución de permeabilización y 

bloqueo con los anticuerpos secundarios correspondientes (página 80). Se 

eliminó el anticuerpo secundario con tres lavados de PB y se procedió al 

montaje sobre portaobjetos en Fluoromount-G Mounting Medium con DAPI 

(Invitrogen), sellándose a continuación los cubreobjetos sobre el portaobjetos. 

 

3.3. Análisis de interacciones proteínicas mediante Ensayo de 

Ligación por Proximidad (PLA) 

Las neuronas estriatales sembradas en cubreobjetos se fijaron con PHEM, y se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.4 % durante 10 minutos. 

Posteriormente, se procedió según las instrucciones del kit comercial (Duolink 

In Situ Proximity Ligation Assay, Merck). Brevemente, las neuronas se 
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incubaron con la solución de bloqueo 1 hora en una cámara húmeda 

precalentada a 37 °C. A continuación, se incubaron con los anticuerpos 

primarios específicos diluidos (1/200) en la solución correspondiente, durante 

una noche a 4 °C en la cámara húmeda. Al día siguiente, se llevó a cabo la 

incubación con las sondas, complementarias y dirigidas a cada anticuerpo 

primario, durante 1 hora a 37 °C en la cámara húmeda, y la ligación de las 

mismas, durante 30 minutos a 37 °C. Finalmente, la amplificación se llevó a 

cabo incubando las neuronas con la enzima diluida según lo indicado, durante 

100 minutos a 37 °C en la cámara húmeda. Entre cada paso se realizaron los 

lavados con los tampones y los tiempos indicados. Para visualizar las 

neuronas, tras el ensayo de ligación se llevó a cabo una inmunofluorescencia 

para detectar el marcador neuronal βIII-tubulina (TUBB3), según lo descrito en 

el apartado anterior. El montaje final sobre portaobjetos se realizó en Duolink 

In Situ Mounting Medium con DAPI, y las preparaciones se guardaron a -20 °C 

hasta su visualización. 

 

4. TRANSCRIPTÓMICA (RNASEQ) 
La extracción de RNA se llevó a cabo en muestras de estriado y vM tras su 

homogeneización en trizol con el kit Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo 

Research), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se 

cuantificó la concentración de RNA de las muestras en el fluorímetro Qubit™ 4 

(Invitrogen), utilizando para ello el Qubit RNA BR Assay Kit (Life Technologies). 

La calidad de las muestras fue analizada por parte del Centro Nacional de 

Análisis Genómico (CNAG-CRG) mediante un ensayo de RNA 6000 Nano 

Bioanalyzer (Agilent Technologies) y se comprobó su integridad (RIN>7). El 

análisis bioinformático posterior se llevó a cabo en la Unidad de Bioinformática 

del Hospital Sant Joan de Déu. En primer lugar, se llevó a cabo un control de 

calidad de los datos crudos (archivos FASTQ) utilizando el software FastQC 
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(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), y los adaptadores y las 

bases de baja calidad (Phred score < 20) se eliminaron con el software 

Cutadapt (Martin, 2011). Las lecturas se alinearon con STAR (Dobin et al., 2013) 

y con el método de pseudoalineamiento Kallisto (Bray et al., 2016) para la 

cuantificación de genes. Se realizó un Análisis de Componentes Principales 

para garantizar la calidad de las muestras. Para obtener la expresión 

diferencial de genes se utilizó DESeq2 (Love et al., 2014) aplicando una 

distribución binomial negativa. El análisis de enriquecimiento de los genes 

diferencialmente expresados se realizó con la base de datos DAVID (Huang et 

al., 2009a, 2009b), y se eliminaron los términos redundantes de componentes 

celulares para su visualización utilizando la herramienta REVIGO (Supek et al., 

2011) con los parámetros por defecto. El Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

se hizo con GenePattern (Reich et al., 2006) utilizando el módulo ontológico 

c5.all.v7.4. Los heatmaps se generaron con la función heatmap.2 del paquete 

gplot de R. 

 

5. MICROSCOPÍA 
 

5.1. Microscopía óptica 

Las imágenes de campo claro de cultivos neuronales se tomaron con un 

microscopio invertido Leica DMIL LED Fluo (Leica Microsystems), utilizando los 

objetivos de 10x y 20x aumentos. 

 

5.2. Microscopía confocal 
Las imágenes de microscopía de fluorescencia fueron adquiridas con el 

microscopio confocal Leica TCS SP8 X White Light Laser (Leica Microsystems), 

utilizando los objetivos HC PL APO CS 10x/0.40 DRY y HC PL APO CS2 

20x/0.75 IMM para las muestras de tejido cerebral, y el objetivo de aceite HC 
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PL APO CS2 63x/1.40 OIL para los cultivos neuronales. Para los tejidos 

cerebrales a 10x se tomaron imágenes de 15 planos en Z a 3.5 μm de grosor; 

para los de 20x, 15 planos a 1.5 μm de grosor. Las imágenes de cultivos 

neuronales se adquirieron a 63x, y se tomaron de 8 planos en Z a 1 μm de 

grosor, o de 15 planos a 0.6 μm de grosor en caso de requerir mayor detalle 

de imagen. La configuración de láser se mantuvo para los análisis de 

intensidades, fijando los parámetros en la muestra de mayor intensidad. El 

procesado de imágenes se realizó con el programa Leica Application Suite X 

(LAS X) (Leica Microsystems). 

 

5.3. Microscopía electrónica de transmisión 

La preparación de muestras para microscopía electrónica se realizó en 

colaboración con el Centro de Biotecnología Animal y Terapia Génica 

(CBATEG) de la Universidad Autónoma de Barcelona (UAB). Las regiones de 

interés (estriado y SN) se obtuvieron según lo descrito anteriormente. Las 

secciones de 1 mm2 se fijaron en 2.5 % de glutaraldehído, 2 % de PFA en PB, 

ajustado a pH 7.7, a 4ºC. A continuación, se procedió a realizar varios lavados 

con PB 0.1 M y a la postfijación y contraste de las muestras con tetraóxido de 

osmio al 1 % durante una hora a 4 °C. Las muestras fueron lavadas con agua 

mili Q y deshidratadas en acetona a concentraciones crecientes. 

Posteriormente, para su inclusión, se sumergieron en ratios crecientes de 

resina:acetona. Una vez las muestras quedaron completamente infiltradas en 

resina Spurr, se llevó a cabo la polimerización de la misma, durante 3 días a 60 

°C. Las secciones semifinas y ultrafinas (70 nm) se obtuvieron con el 

ultramicrotomo Leica EM UC6 (Leica Microsystems). Previa observación con el 

microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM-1400 (Leol Ltd., Tokyo, 

Japan), las rejillas fueron contrastadas con citrato de plomo (solución 

Reynolds) y acetato de uranilo. 
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6. ANTICUERPOS 
Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados en este trabajo 

Proteína Tipo 
Referencia  y casa  

comercial  
Diilución yy 

uso  
αSyn Monoclonal ratón 3H2897 (SCBT) 1/500 (WB) 

αSyn Policlonal conejo 2628 (CST) 1/50 (IF) 

α-Tubulina Monoclonal ratón T6199 (Sigma-Merck) 1/2000 (WB) 

β-Actina Monoclonal ratón A5316 (Sigma-Merck) 1/8000 (WB) 

Beclina-1 Policlonal conejo 3738 (CST) 1/1000 (WB) 

CD206 Policlonal cabra AF2535  1/100 (IF) 

CD86 Policlonal rata 553689 (BD Biosci.) 1/100 (IF) 

DARPP-32 Monoclonal ratón sc-271111 (SCBT) 1/50 (IF) 

DRD1 Policlonal rata D2944 (Sigma-Merck) 1/200 (IF) 

DRD2 Policlonal conejo AB5084P (Millipore) 1/200(IF) 

ERK1/2 Policlonal conejo 4695 (CST) 1/300 (WB) 

GDAP1 Policlonal conejo 
HPA024334  

(Sigma-Merck) 
1/500 (WB) 

Iba1 Policlonal conejo O19-19741 (Wako) 1/200 (IF) 

JNK Policlonal conejo 9252 (CST) 1/300 (WB) 

Lamp1 Policlonal conejo ab24170 (Abcam) 1/100 (IF) 

Lamp1 Policlonal conejo L1418 (Sigma-Merck) 1/500 (WB) 

LC3B Policlonal conejo L7543 (Sigma-Merck) 1/500 (WB) 

NFκB Policlonal conejo 3034 (CST) 1/300 (WB) 

p62 Policlonal conejo P0067 (Sigma-Merck) 
1/100 (IF) 

1/500 (WB) 
p-ERK1/2 Policlonal conejo 4370 (CST) 1/500 (WB) 

p-JNK Policlonal conejo 9251 (CST) 1/300 (WB) 
p-NFκB Policlonal conejo 3031 (CST) 1/300 (WB) 

TH Monoclonal ratón 22941 (ImmunoStar) 
1/5000 (IF) 

1/1000 (WB) 
TH Policlonal conejo P40101 (Pel-Freez Bio) 1/1000 (IF) 

TUBB3 Monoclonal ratón G7121 (Promega) 1/800 (IF) 

TUBB3 Policlonal conejo T2200 (Merck) 1/500 (IF) 
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Tabla 5. Anticuerpos secundarios empleados en este trabajo 

Nombre 
Referencia y casa 

comercial  
Dilución y uso  

Goat anti-Mouse IgG (H+L) 
Alexa Fluor 488 

A-11029 (Invitrogen) 1/500 (IF) 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) 
Alexa Fluor 594 

A-11032 (Invitrogen) 1/500 (IF) 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 
Alexa Fluor 488 

A-11034 (Invitrogen) 1/500 (IF) 

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) 
Alexa Fluor 594 

A-21207 (Invitrogen) 1/500 (IF) 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 
Alexa Fluor 633 

A-21070 (Invitrogen) 1/500 (IF) 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) HRP 31460 (Invitrogen) 1/10000 (WB) 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) HRP 62-6520 (Invitrogen) 1/10000 (WB) 

IF: inmunofluorescencia. WB: Western blot 

 

7. ANÁLISIS DE DATOS 
 

7.1. Análisis de imagen 

El análisis de imagen se realizó con el programa ImageJ (NIH, 

http://rsb.info.nih.gov/ij), con la proyección máxima de los planos en Z. Para la 

comparativa de intensidades, las imágenes de tejido estriatal se analizaron 

seleccionando varios campos como regiones de interés (ROIs), y sustrayendo 

la intensidad de fondo de cada campo. Las imágenes de SNc se analizaron en 

ROIs celulares, descartando la zona del núcleo, y sustrayendo la intensidad de 

fondo adyacente a cada célula. Los análisis de área se hicieron mediante ROIs 

o estableciendo umbrales. Los contajes de puntos o células se realizaron con 

la herramienta Multi point. El análisis de p62 en áreas no dopaminérgicas se 

llevó a cabo con MATLAB R_2018a (The MathWorks Inc.).  
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7.2. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se llevó a cabo con el software GraphPad Prism 8.0 

(GraphPad Software Inc.). Se evaluó la normalidad de los datos utilizando los 

tests de Kolmogorov-Smirnov, D´Agostino-Pearson y Shapiro-Wilk. En caso de 

cumplir la distribución normal, los genotipos se compararon con la prueba 

ANOVA de una vía; en caso de no cumplirla o de baja n, se realizó la prueba 

no paramétrica Kruskal Wallis. Si el resultado obtenido era estadísticamente 

significativo, las comparaciones múltiples se realizaron, respectivamente, con 

el test LSD de Fisher y el test de Dunn, indicándose en la propia figura de la 

siguiente forma: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Para el análisis de dos 

variables independientes y su interacción, se realizó la prueba ANOVA de dos 

vías, indicándose en el pie de figura los P valor y estadísticos F relevantes. Las 

gráficas se hicieron utilizando el paquete ggplot2 de R, representándose los 

datos en gráficos de barras en caso de pruebas paramétricas, y en diagramas 

de cajas en caso de pruebas no paramétricas. 
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CAPÍTULO I.  
CARACTERIZACIÓN DE LOS MODELOS MURINOS DE AUSENCIA O 

KNOCKOUT (SNCA-/-) Y SOBREEXPRESIÓN (SNCA-OVX) DE αSYN 
 

Para el establecimiento de los dos modelos murinos se adquirieron ratones 

comerciales de la cepa B6.Cg-Tg(SNCA)OVX37RwmSncatm1Rosl/J de The 

Jackson Laboratory. Los animales recibidos eran heterocigotos para el alelo 

mutante sin los exones 1 y 2 del gen Snca y no transgénicos (Snca+/-), o 

hemicigotos para el transgén que contiene el locus completo SNCA humano 

silvestre (Snca+/-, SNCATg/0). Estos ratones fueron utilizados para la creación de 

la colonia inicial con los tres genotipos de interés: ratones sin αSyn endógena 

(Snca-/-), ratones con sobreexpresión de αSyn humana sobre un fondo sin 

αSyn murina (Snca-/-, SNCATg/Tg), denominados SNCA-OVX, y ratones no-

transgénicos con una dotación normal de αSyn endógena (Snca+/+), que 

constituirían el modelo control silvestre (wild type). 

 

Debido a la propia naturaleza del modelo de EP, de sobreexpresión de αSyn 

humana sobre un fondo knockout, decidimos aprovechar el modelo knockout 

de la proteína endógena como control de transgén y, además, extraer 

información acerca de la función biológica de αSyn en las vías fisiopatológicas 

estudiadas. 

 

1.1. Establecimiento de las colonias murinas de αSyn mediante 

sistema de doble genotipado 

Para la amplificación de la colonia necesitábamos un doble genotipado que 

consistía, en primer lugar, en una PCR estándar para determinar la presencia o 

ausencia de αSyn endógena. El tamaño del amplificado cambiaba de 105 a 

192 pares de bases (pb) cuando el alelo estaba mutado, debido a la presencia 
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del cassette que permite la deleción de los exones 1 y 2. Una banda de 105 pb, 

por tanto, determinaría la presencia del alelo silvestre (Snca+/+); dos bandas, 

de 105 y 192 pb, aparecerían en el caso de individuos heterocigotos (Snca+/-); y 

una única banda, de 192 pb, sería lo esperado en caso de un animal con los 

dos alelos delecionados (Snca-/-) (Figura 19). 

 
Figura 19. Genotipado del modelo murino Snca-/-. Productos de la PCR del gen de la αSyn murina, 
obtenidos en animales Snca-/- (192 pb, carriles 1, 2, 5 y 6), Snca+/- (105 y 192 pb, carriles 3 y 7) y 
Snca+/+ (105 pb, carriles 4 y 8). PM: Marcador de peso molecular. Carril 9: control negativo de la 
reacción.  
 

Una vez expandimos la colonia silvestre y Snca-/-, procedimos a la obtención 

de animales hemicigotos para el transgén sobre un fondo knockout, derivados 

de cruces entre animales Snca-/- y animales Snca+/-, SNCATg/0. Los individuos 

obtenidos, hemicigotos sin αSyn endógena, se cruzaron entre ellos hasta 

generar el genotipo en homocigosis deseado (Snca-/-, SNCATg/Tg), que 

constituiría nuestro modelo SNCA-OVX. Para ello, necesitábamos determinar 

cuantitativamente la cantidad de transgén para distinguir los individuos 

hemicigotos de los homocigotos entre la descendencia. Realizamos qPCRs de 

gDNA, utilizando como controles iniciales los animales comerciales 

hemicigotos y no transgénicos recibidos. Según lo esperado, confirmamos que 

los homocigotos para el transgén contaban con el doble de dosis que los 

individuos hemicigotos conocidos, reflejado por el 2(-ΔΔCt). Los animales no 

transgénicos, por su parte, no mostraban amplificación puesto que los 

oligonucleótidos cebadores estaban diseñados para la detección específica del 

transgén humano (Figura 20). 

4 5 61 2 3 7 8

Snca

105pb
192pb
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Figura 20. Genotipado del modelo transgénico SNCATg/Tg (SNCA-OVX) (A) Curvas de amplificación 
representativas, obtenidas para el gen control (panel superior) y para el transgén SNCA (panel 
inferior), en un animal no transgénico (azul), SNCATg/0 (rojo) y SNCATg/Tg (verde). ((B) Cuantificación 
de la dosis de transgén para el genotipado de individuos no transgénicos, SNCATg/0 y SNCATg/Tg (n 
= 12), obtenida tras la normalización con el gen control (ver Tabla 2). Los datos están expresados 
como media ± desviación estándar (SD) y los puntos representan valores de animales individuales. 
Rn: valor del reportero normalizado (señal de fluorescencia). 
 

Analizamos la expresión proteínica de αSyn mediante las técnicas de Western 

blot e inmunofluorescencia en distintos tejidos cerebrales de animales de los 

tres genotipos de interés (Figura 21). Aunque el anticuerpo utilizado no era 

específico para distinguir la αSyn murina de la humana, sabíamos que la 

proteína en individuos silvestres sólo podía proceder de la detección de αSyn 

endógena, ya que estos individuos no tenían amplificación de transgén en la 

qPCR. De modo inverso, en los individuos SNCA-OVX se confirmaba el fondo 

Snca-/- por PCR estándar, por lo que la detección de la proteína sólo podía 

proceder del transgén humano.  
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Figura 21. Caracterización de los niveles de expresión proteínica de αSyn en los animales silvestres 
(wild type) y en los modelos Snca-/- y SNCA-OVX. ((A) Imágenes de inmunofluorescencia de αSyn 
(verde), el marcador neuronal TUBB3 (rojo) y el marcador nuclear DAPI (azul) en corteza, 
hipocampo y estriado. Imágenes de inmunofluorescencia de αSyn (verde), tirosina hidroxilasa o 
TH (rojo) y DAPI (azul) en substantia nigra pars compacta (SNc). Escala: 500 μm. (B) Inmunoblot 
representativo de los niveles proteínicos de αSyn en muestras de corteza (CTX), estriado (STR) y 
mesencéfalo ventral (vM), con su cuantificación correspondiente (n = 4). Los datos están 
expresados como media ± SD y los puntos representan valores de animales individuales. ((C) 
Imágenes de inmunofluorescencia de αSyn (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en neuronas 
estriatales en cultivo. Escala: 50 μm. 
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Según la descripción del modelo, los animales SNCA-OVX muestran un 

aumento de la expresión de αSyn humana de 1.9 en comparación a su 

expresión endógena. El perfil de expresión del transgén recapitula el de la 

proteína murina, ya que se expresa bajo el control de su promotor natural 

(Janezic et al., 2013). Confirmamos que el modelo SNCA-OVX tiene un 

incremento de expresión de αSyn en comparación a los ratones silvestres en 

regiones donde se expresa la proteína endógena, tanto por 

inmunofluorescencia (Figura 21A) como por Western blot, con la detección de 

una banda de 14 kDa (Figura 21B). También observamos este incremento en 

cultivos neuronales estriatales (Figura 21C). Además, encontramos diferencias 

cualitativas en las neuronas TH+ de la SNc del modelo SNCA-OVX, que 

presentaban una señal intensa para αSyn (Figura 21A), quizás debido a una 

mayor acumulación de αSyn en neuronas dopaminérgicas. Por otra parte, la 

ausencia de expresión de αSyn en el modelo Snca-/- también fue corroborada 

en todos los ensayos mencionados (Figura 21). 

 
1.2. Evaluación motora de los modelos Snca-/- y SNCA-OVX 

1.2.1. El déficit de αSyn provoca una reducción temprana de la 

coordinación motora 

Aunque estos animales fueron caracterizados fenotípicamente cuando se 

publicó el modelo, quisimos evaluar su actividad motora específicamente en 

las edades de nuestro estudio (3, 6 y 12 meses de edad). La prueba del 

rotarod acelerado constituye un paradigma ampliamente aceptado para la 

evaluación de la coordinación motora, de modo que analizamos la latencia de 

caída de los animales en un periodo de tres minutos en los cuales la velocidad 

de rotación del cilindro aumentaba de 4 a 40 rpm. El procedimiento se repitió 

tres días consecutivos con el fin de evaluar la progresión conforme aprendían 

el procedimiento, y el mismo grupo de animales fue evaluado a los 3, 6 y 12 
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meses de edad. Para descartar un posible efecto de peso en el desempeño en 

el rotarod, todos los animales se pesaron previamente a la prueba, no 

detectándose diferencias significativas entre ellos (Figura 22). 

 
Figura 22. Peso corporal de los animales silvestres (wild type) y de los modelos murinos Snca-/- y 
SNCA-OVX a los 3, a los 6 y a los 12 meses de edad. Los datos están representados como media 
± SD (n = 9 wild type, n = 10 Snca-/-, n = 9 SNCA-OVX). 
 

Se analizó la latencia media de caída de cada animal (derivada de tres intentos 

para completar los tres minutos de duración de la prueba) en los tres días 

consecutivos a las distintas edades (Figura 23). Las comparaciones múltiples 

revelaron que los individuos Snca-/- tenían una reducción de la latencia de 

caída en comparación a los animales control y/o transgénicos en todas las 

sesiones a los 3 y 6 meses, y en dos de las sesiones a los 12 meses de edad. 

Cuando analizamos la progresión de los genotipos en las tres sesiones, todos 

ellos mejoraban con independencia de su genotipo a los 3 y 6 meses. A los 12 

meses, en cambio, no había una mejora estadísticamente significativa en los 

animales a través de las sesiones. De hecho, encontramos un declive en la 

latencia de caída en los individuos Snca-/-. Todos estos resultados muestran 

que los individuos deficientes en αSyn presentan una pérdida temprana de la 

coordinación motora, que va desde los 3 hasta los 12 meses de edad (Figura 

23A), y una reducción en su desempeño a través de las sesiones en individuos 

envejecidos de 12 meses (Figura 23B). 
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Figura 23. Evaluación de la coordinación motora mediante la prueba del rotarod acelerado. ((A) 
Latencias medias de caída de tres intentos para cada animal (n = 9 wild type, n = 10 Snca-/-, n = 9 
SNCA-OVX), a los 3, 6 y 12 meses de edad, durante tres sesiones (días) consecutivos [Efecto de la 
variable “genotipo” a los 3, a los 6 y a los 12 meses respectivamente: F(2, 24) = 4.411, P = 0.0234; F(2, 

25) = 3.725, P = 0.0384; F(2, 25) = 3.598, P = 0.0424]. ((B) Evolución de la latencia de caída a lo largo 
de las tres sesiones en cada edad de estudio [Efecto de la variable “progresión” a los 3 meses, a 
los 6 y a los 12 meses respectivamente: F(1.92, 96.13) = 13, P < 0.0001;  F(1.684, 42.11) = 12.71, P = 0.0001; 
F(1.713, 42.83) = 1.042, P = 0.3517. Efecto de la interacción “Genotipo-Progresión” a los 3 meses, a los 6 
y a los 12 meses respectivamente F(4, 48) = 0.4906, P = 0.7426; F(4, 50) = 0.3790, P = 0.8226; F(4, 50) = 
2.895, P = 0.0312]. Los datos están expresados como media ± SD y los puntos representan valores 
individuales. El análisis estadístico se llevó a cabo con el test ANOVA de dos vías de medidas 
repetidas, con la variable “progresión” como factor intra-grupo y “genotipo” como factor entre 
grupos.  
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1.2.2. El modelo de sobreexpresión SNCA-OVX presenta una 

coordinación motora normal y una marcada variabilidad en su 

desempeño en la tarea del rotarod a los 3 meses de edad 

En cuanto al modelo de sobreexpresión SNCA-OVX, no encontramos 

diferencias estadísticamente significativas en la coordinación motora respecto 

a individuos silvestres en ninguna de las edades estudiadas (Figura 23A). 

Puesto que a los 3 meses de edad parecía haber dos grupos diferenciados, 

uno con bajas latencias de caída y otro con latencias altas en las tres sesiones, 

nos preguntamos si la dosis relativa de transgén podría condicionar este 

comportamiento. Esta dualidad se perdía a los 6 y 12 meses de edad, lo cual 

nos hizo pensar que la interacción entre el transgén y la edad también podría 

estar explicando este efecto y la elevada variabilidad observada en estos 

animales. Establecimos una correlación entre la dosis de transgén SNCA, 

determinada en la qPCR, y la latencia de caída media de los animales en cada 

una de las edades, esta vez unificando las tres sesiones de cada edad (Figura 

24). 

 

Aunque el coeficiente de determinación (R2) indicaba que casi el 30 % de la 

variación en la latencia de caída era debida a la dosis de transgén en animales 

de 3 meses (R2 = 0.2982) esta correlación no alcanzaba la significación 

estadística (P = 0.1282). Teniendo esto en cuenta no podríamos afirmar que la 

dualidad en el desempeño de animales SNCA-OVX de 3 meses fuera debida a 

la dosis de transgén; sin embargo, cabe remarcar que, a los 6 y 12 meses de 

edad, los coeficientes de determinación eran mucho más reducidos y menos 

cercanos a la significación, coincidiendo con la desaparición de los dos grupos 

con latencias diferenciadas (Figura 24). 
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Figura 24. Correlación entre la coordinación motora y la dosis de transgén en el modelo SNCA-
OVX. Análisis del efecto de la dosis de transgén en individuos SNCA-OVX sobre el desempeño en 
la tarea del rotarod acelerado (n = 9). Los puntos representan valores de animales individuales y 
se muestra la línea de tendencia.  
 

1.2.3. Los animales SNCA-OVX presentan alteraciones de marcha en 

comparación a individuos silvestres y Snca-/- 

Los síntomas motores de la EP incluyen cambios en la forma de caminar de 

los pacientes, con pasos más cortos y dificultad para iniciar nuevos 

movimientos. Quisimos comprobar si nuestro modelo de EP, a pesar de no 
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mostrar una afectación de la coordinación motora, podía presentar estos 

cambios en su marcha. Para ello llevamos a cabo un análisis de las pisadas a 

lo largo de un recorrido (Figura 25). Decidimos realizar esta prueba 

posteriormente al análisis del rotarod, por lo que se hizo en los mismos 

animales, pero únicamente a los 6 y 12 meses de edad. 

 

El análisis de las pisadas se realizó evaluando cuatro parámetros en los 

recorridos de cada animal, a través del marcaje de sus patas traseras. Dos 

parámetros (la longitud y el ángulo de zancada) están directamente 

relacionados con la forma de caminar del animal, mientras que los otros dos 

(expansión de los dedos y longitud plantar) hacen referencia a la huella de la 

pata trasera en sí misma (Figura 25B). 

 

Los animales con sobreexpresión de αSyn tenían una reducción del ángulo de 

zancada tanto a los 6 (Wild type 107.87 ± 7.72°; Snca-/- 105.4 ± 5.31°; SNCA-

OVX 96.87 ± 7.51°) como a los 12 meses de edad (Wild type 104 ± 5.50°; Snca-

/- 102.9 ± 6.79°; SNCA-OVX 89.04 ± 6.36°). Lo mismo ocurría en la longitud de 

la zancada a los 6 (Wild type 7.26 ± 0.54 cm; Snca-/- 7.14 ± 0.47 cm; SNCA-

OVX 6.41 ± 0.53 cm) y a los 12 meses (Wild type 7.01 ± 0.55 cm; Snca-/- 7.02 ± 

0.28cm; SNCA-OVX 6.41 ± 0.64 cm) (Figura 25A). Al analizar los parámetros 

de las huellas no encontramos diferencias significativas ni en la expansión de 

los dedos ni en la longitud plantar de animales SNCA-OVX. Curiosamente, en 

los individuos Snca-/- de 12 meses sí encontramos tendencias hacia una menor 

expansión de los dedos (Wild type 0.91 ± 0.04cm; Snca-/- 0.88 ± 0.04cm; 

SNCA-OVX 0.91 ± 0.03cm) y longitud plantar (Wild type 1.33 ± 0.04cm; Snca-/- 

1.29 ± 0.08cm; SNCA-OVX 1.35 ± 0.06cm) (Figura 25A). 
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De la evaluación de las huellas concluimos que los animales SNCA-OVX 

mostraban unas pisadas más cortas, congruentes con un fenotipo de marcha 

parkinsoniana, aunque en ausencia de una afectación de la coordinación 

motora a las edades analizadas. 

 

 
Figura 25. Análisis de las huellas traseras. (A) Ángulo y longitud de zancada medios de cada 
individuo (n = 9 wild type, n = 10 Snca-/-, n = 9 SNCA-OVX), obtenidos de 12 zancadas (4 por 
recorrido), a los 6 y a los 12 meses de edad. Expansión de los dedos y longitud plantar medios de 
cada individuo (n = 9 wild type, n = 10 Snca-/-, n = 9 SNCA-OVX), obtenidos de 9 huellas (3 por 
recorrido), a los 6 y a los 12 meses de edad. ((B) Imágenes representativas de los recorridos y 
detalle de la huella de animales silvestres (wild type), Snca-/- y SNCA-OVX, mostrando los 
parámetros analizados en rojo. 
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CAPÍTULO II.  
FISIOPATOLOGÍA CELULAR DEL DÉFICIT Y SOBREEXPRESIÓN DE αSYN 

 

Las neuronas dopaminérgicas de la SNc son una de las poblaciones 

neuronales más afectadas en la EP. Numerosos estudios han indicado que 

existe una axonopatía previa a la muerte de estas neuronas (O’Keeffe and 

Sullivan, 2018), pero no se han determinado los mecanismos clave que 

intervienen en este proceso. Con el fin de determinar las consecuencias que 

tiene la falta o la sobreexpresión de αSyn en la biología de las neuronas 

dopaminérgicas, con un enfoque espaciotemporal, analizamos las principales 

rutas relacionadas con la EP en el estriado (donde proyectan sus axones las 

neuronas dopaminérgicas), y la SNc o mesencéfalo ventral (vM) (donde se 

localizan sus cuerpos neuronales), de nuestros modelos de αSyn a distintas 

edades. Por otro lado, para el análisis de ciertos parámetros, necesitábamos 

establecer modelos celulares que confirmaran resultados in vitro de forma 

más reproducible y controlada que los tejidos, y que nos facilitaran el uso de 

tratamientos sin necesidad de administración en los animales. 

 

2.1. Obtención de modelos celulares para el estudio fisiopatológico 

del déficit y sobreexpresión de αSyn 

Inicialmente nos planteamos como modelo celular el cultivo primario de vM. 

Este cultivo ofrecía la ventaja de obtener las neuronas diana de estudio, es 

decir, las neuronas dopaminérgicas. Intentamos implementar el protocolo de 

obtención de estas neuronas en el laboratorio, comenzando por seleccionar 

procedimientos que se ajustaran a la experiencia previa del grupo en cultivos 

neuronales. Esto implicaba descartar cultivos postnatales que requerían 

sistemas de co-cultivo, donde se sembraban células gliales previamente a la 

siembra neuronal (Lautenschläger et al., 2018b). Los protocolos de cultivos 
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embrionarios de vM fijan como límites los días embrionarios 12.5 y 16.5 (E12.5 

y E16.5) para la obtención de neuronas dopaminérgicas viables. La elección de 

un día embrionario más temprano resulta en una mayor viabilidad en 

detrimento de la fracción dopaminérgica obtenida. Decidimos seleccionar 

protocolos en los que se llegara a un compromiso, y comenzamos con un 

protocolo a E14.5 (Figura 26). 

 

Este protocolo tenía muy bajo rendimiento ya que generábamos, por cada 

embrión, un máximo de 250.000 células. Los protocolos publicados reportan 

una fracción de neuronas dopaminérgicas de entre un 1 % y un 10 % de las 

neuronas totales. En nuestra experiencia, llegamos a obtener un máximo de 

8.2 % de neuronas dopaminérgicas, identificadas en base a la expresión de 

tirosina hidroxilasa (TH), la enzima encargada del paso limitante en la síntesis 

de dopamina (Figura 26B). Estas neuronas, sin embargo, no se distribuían de 

forma uniforme en el pocillo, por lo que en realidad la fracción dopaminérgica 

era menor. A pesar de haber obtenido varios cultivos que permitían el estudio 

de marcadores en estas neuronas, el protocolo no pudo establecerse de 

forma reproducible y caracterizarse en profundidad; resultaba la mayoría de 

ocasiones en la muerte prematura de las neuronas, que intentaban 

mantenerse hasta el séptimo día in vitro (DIV7) para garantizar la madurez 

neuronal. Cuando pudieron conservarse hasta DIV7 se observó la presencia 

de engrosamientos en las neuritas de las neuronas dopaminérgicas que, 

además, mostraban marcaje mitocondrial con MitoTracker Deep Red (MTDR) 

(Figura 26C). Los somas de las neuronas dopaminérgicas exhibían también 

menor intensidad de MTDR, lo que refleja una pérdida del potencial de 

membrana mitocondrial, al cual es sensible el MTDR (Figura 26C).  
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Figura 26. Caracterización de cultivo primario de vM. ((A) Neuronas embrionarias mesencefálicas 
en cultivo a distintos días in vitro (DIV), en imágenes de campo claro. Escala: 100 μm. Escala 
detalle: 50 μm. ((B) Máximas fracciones dopaminérgicas obtenidas en cultivo de vM y sus 
inmunofluorescencias correspondientes. Se muestra TH (verde), como marcador de neuronas 
dopaminérgicas, TUBB3 (rojo) y el marcador nuclear DAPI (azul). Escala: 50 μm. ((C) Neuronas 
dopaminérgicas en inmunofluorescencias de TH (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) con 
engrosamientos neuríticos (indicados por ▲). Presencia de mitocondrias en los engrosamientos 
(▲) en inmunofluorescencia de TH (verde), MTDR (rojo) y DAPI (azul), y pérdida de potencial de 
membrana mitocondrial en el soma dopaminérgico (indicado por Δ). Escala: 50 μm. 
 

Todo ello ponía de manifiesto que la dopaminérgica era la población neuronal 

más vulnerable en el cultivo. Posteriormente tratamos de adaptar el protocolo 

con las alternativas de disgregación menos lesivas, incluso a expensas del 

rendimiento, pero los resultados seguían sin ser reproducibles. Tratamos 

entonces de implementar un protocolo de mayor viabilidad, como los 

publicados a día E12.5 (Weinert et al., 2015). Estos cultivos, a pesar de ser más 

viables y reproducibles, no nos permitieron generar una fracción 

dopaminérgica como el anterior por lo que no nos servían para estudiar la 

fisiología de estas neuronas. 

 

Decidimos entonces descartar el cultivo dopaminérgico por varios motivos: i) 

por la facilidad de observación y estudio de las neuronas dopaminérgicas en 

la propia SNc en el cerebro murino adulto (Figura 27); ii) por las limitaciones 

del cultivo en sí mismo, ya que no constituía un modelo dopaminérgico puro 

o mayoritario in vitro, por lo que no iba a aportarnos ninguna ventaja añadida 

sobre los cortes de tejido de SNc; y iii) porque obtuvimos varios resultados 

que indicaban que el estriado podía darnos información sobre las rutas 

alteradas de forma temprana ante la falta o el exceso de αSyn. 
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Figura 27. Neuronas dopaminérgicas en cortes de SNc. Imágenes de inmunofluorescencia de 
neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (SNc), mediante la detección de la 
proteína TH (verde). Todas las neuronas del corte aparecen marcadas con TUBB3 (rojo). Los 
núcleos están marcados con DAPI (azul). Se muestra a la izquierda una ilustración de un corte 
coronal de cerebro murino, indicando la ubicación de la SN. SNr: substantia nigra pars reticulata.  
Escala: 100 μm. 
 

Por todo lo expuesto anteriormente implementamos el cultivo primario 

estriatal, que tenía un rendimiento y homogeneidad muy superiores, ya que el 

90 % de neuronas del estriado son neuronas espinosas medianas (MSN), y 

llegamos a generar 2·106 células por embrión. El cultivo estriatal a día E16.5 era 

viable y reproducible, y las células podían mantenerse hasta DIV7 (Figura 28A) 

y caracterizarse en base a la detección de marcadores estriatales, como el 

marcador de MSN DARPP32 y marcadores específicos de MSN con receptores 

de tipo D1 o D2 (Figura 28B). 

TH

SNc

SNr

SNc

SNr

TH/TUBB3/DAPI

TH/TUBB3/DAPI (Detalle)
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Figura 28. Caracterización de cultivo primario estriatal. (A) Neuronas estriatales en cultivo a 
distintos días in vitro (DIV), en imágenes de campo claro, junto con sus detalles correspondientes. 
Escala: 100 μm. Escala detalle: 50 μm. ((B) Detección de marcadores estriatales clave en cultivo. Se 
muestran imágenes de inmunofluorescencia de DARPP32 (como marcador de neuronas MSN), 
DRD1 (como marcador de neuronas espinosas de la vía directa) y DRD2 (como marcador de 
neuronas espinosas de la vía indirecta) en verde, junto con TUBB3 (rojo) y DAPI (azul).  Escala: 50 
μm.  
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2.2. Estudio de la vía autofágica 

Los procesos degradativos constituyen un pilar fisiopatológico fundamental en 

las enfermedades neurodegenerativas. Como se ha mencionado en la 

introducción, la sobreexpresión de αSyn y sus mutaciones se han relacionado 

con déficits en la capacidad degradativa celular, pero también con 

activaciones nocivas de la ruta autofágica. En cuanto a la falta de αSyn, por su 

parte, no se ha estudiado en profundidad qué consecuencias tiene sobre la 

autofagia. 

 

2.2.1. Los animales Snca-/- y SNCA-OVX muestran un aumento de 

autofagosomas en el estriado a los 6 meses de edad, en ausencia 

de cambios en el marcador de flujo autofágico p62/SQSTM1 

Como primera aproximación al estudio de la ruta autofágica en nuestros 

modelos, evaluamos marcadores de esta vía en la corteza, como región 

control que no se ve afectada hasta estadios avanzados de la EP, y en el 

estriado y la SNc, como regiones centrales de la EP y de la fisiología 

dopaminérgica. Llevamos a cabo el análisis en animales de distintas edades 

con el fin de identificar cambios temporales en la expresión diferencial de 

estos marcadores entre genotipos. 

 

Comenzamos evaluando los niveles de proteínas clave de la vía autofágica por 

Western blot. Los marcadores seleccionados fueron Beclina1, LC3 y p62 que, 

como se ha comentado en la introducción, tienen implicaciones en el proceso 

de inducción, formación de autofagosomas y autofagia selectiva, 

respectivamente. p62 constituye en sí mismo un sustrato de degradación, por 

lo que resulta útil en la evaluación del flujo autofágico. 
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Encontramos un aumento significativo en el marcador de autofagosomas LC3-

II en el estriado de individuos Snca-/- y SNCA-OVX de 6 meses, en 

comparación a los animales silvestres (Figura 29A). Aunque tradicionalmente 

se utilizaba la ratio LC3-II/LC3-I como medida indirecta de la cantidad de 

autofagosomas, en la actualidad también se aconseja relativizar estos 

marcadores respecto a una proteína control, puesto que un aumento o 

disminución de ambos puede ser informativo. Además, a nivel cerebral, la 

señal de la banda correspondiente a LC3-I es muy superior a la del LC3-II, lo 

que dificulta la evaluación conjunta de ambos marcadores (Klionsky et al., 

2021). Dicho esto, el marcador LC3-I en los estriados de animales deficientes 

en αSyn parecía tener el mismo patrón que el LC3-II, aunque no alcanzaba la 

significación estadística (P = 0.157). Lo mismo ocurría al evaluar el marcador 

de inducción autofágica Beclina1 en estriados de 6 meses en los dos modelos. 

p62, por su parte, no mostró diferencias significativas entre los genotipos a los 

6 meses de edad. En cuanto al análisis de estos mismos marcadores en 

animales de 12 meses de edad, inesperadamente, no encontramos diferencias 

significativas en ninguna de las regiones estudiadas (Figura 29B). 

 

Estos resultados nos indicaban que existía un aumento de autofagosomas en 

el estriado de nuestros modelos a los 6 meses de edad, y sugerían que podía 

deberse a una inducción del proceso autofágico, especialmente en individuos 

SNCA-OVX, donde había una tendencia a mayores niveles de Beclina1. Sin 

embargo, era necesario corroborarlo mediante ensayos adicionales. 
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Figura 29. Estudio de marcadores autofágicos en muestras cerebrales de los modelos de αSyn a 
los 6 y 12 meses de edad. (A) Inmunoblot representativo de los niveles de expresión proteínica de 
Beclina1, LC3-I, LC3-II, p62 y βActina en muestras de corteza (CTX), estriado (STR) y mesencéfalo 
ventral (vM) de los tres genotipos a los 6 meses de edad, con su cuantificación correspondiente (n 
= 5). ((B) Inmunoblot representativo de los niveles de expresión proteínica de Beclina1, LC3-I, LC3-
II, p62 y βActina en muestras de CTX, STR y vM de los tres genotipos a los 12 meses de edad, con 
su cuantificación correspondiente (n = 4). Los datos están representados en diagramas de cajas y 
los puntos representan valores de animales individuales. 
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2.2.2. Los individuos SNCA-OVX presentan un incremento temprano y 

específico de p62/SQSTM1 en las neuronas dopaminérgicas de la SNc 

Quisimos entonces valorar los niveles proteínicos de p62 por 

inmunofluorescencias de secciones estriatales y de SNc, ya que este marcador 

puede formar agregados al unirse al material a degradar, lo cual lo convierte 

en un candidato muy visual para detectar defectos de flujo autofágico en 

cortes de tejido. Añadimos, además, muestras de 3 meses de edad por si 

pudieran proporcionarnos información acerca del inicio de los cambios 

observados. En línea con los resultados de Western blot, no encontramos 

diferencias significativas en el p62 estriatal a los 3, 6 o 12 meses de edad en 

nuestros modelos de αSyn (Figura 30A). Sin embargo, sí encontramos un 

ligero incremento en la intensidad de p62 en la SNc de animales SNCA-OVX 

que no habíamos detectado por Western blot. Este incremento se daba desde 

los 3 meses y se extendía hasta los 12 meses, edad a la cual también se veía 

afectado el modelo Snca-/- en esta región (Figura 30B). Observamos, por 

tanto, un aumento de la intensidad de p62 en la SNc de individuos 

transgénicos que no alcanzábamos a detectar por Western blot, lo cual podría 

deberse a las limitaciones que presenta la disección de la SNc, ya que no 

podemos analizar específicamente las neuronas dopaminérgicas, sino el vM 

en su totalidad, en los ensayos de Western blot. 
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Figura 30. Análisis por inmunofluorescencia del marcador p62 en estriado y SNc de los modelos 
de αSyn a los 3, 6 y 12 meses de edad. (A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia 
mostrando p62 (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en secciones estriatales (STR) de los modelos a 
los 3, 6 y 12 meses de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (8 campos por animal; 
n = 2 animales de 3 meses; n = 3 animales de 6 y 12 meses). Los datos están expresados como 
media ± SD y los puntos representan valores de campos. Escala: 100 μm. Escala de detalle: 25 μm. 
(B) Imágenes representativas de inmunofluorescencia mostrando p62 (verde), TH (rojo) y DAPI 
(azul) en secciones de substantia nigra pars compacta (SNc) de los modelos a los 3, 6 y 12 meses 
de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (10 neuronas TH+ por animal; n = 2 
animales de 3 meses; n = 3 animales de 6 y 12 meses). Los datos están expresados como media ± 
SD y los puntos representan valores de células. Escala: 100 μm. Escala de detalle: 25 μm.  

 

Para comprobar si, efectivamente, podía deberse a un efecto dilutorio de 

zona, realizamos un análisis de la presencia de p62 en las poblaciones no 

dopaminérgicas adyacentes a la SNc, por inmunofluorescencia, en imágenes a 

menores aumentos (Figura 31). Mientras que la mayoría de las neuronas 

dopaminérgicas eran p62+, independientemente del genotipo, en las 

poblaciones adyacentes no ocurría lo mismo, por lo que optamos por evaluar 

el área p62+ de poblaciones no dopaminérgicas relativizada al total del área 

no dopaminérgica, en lugar de la intensidad de marcaje. Detectamos que los 

animales SNCA-OVX de 6 meses presentaban una tendencia a mostrar niveles 

reducidos del área p62+ en poblaciones no dopaminérgicas, la cual no se 

producía en el modelo Snca-/- en comparación a individuos silvestres (Figura 

31A). Esta reducción tampoco se observó en ningún modelo a los 12 meses de 

edad (Figura 31B). Este hecho podría explicar que, a pesar de detectar 

incrementos de intensidad de p62 en las neuronas dopaminérgicas de la SNc, 

no detectásemos estos incrementos por Western blot al abarcar una región 

mayor (vM). 

 

De estos resultados concluimos que existía un incremento en la cantidad de 

autofagosomas en el estriado de los dos modelos a los 6 meses de edad, que 

podía deberse a un proceso de inducción autofágica. Estos defectos, sin 

embargo, no iban acompañados de cambios en el receptor autofágico p62 en 
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el estriado de nuestros modelos. A nivel de SNc, aunque no alcanzábamos a 

detectarlo por Western blot, sí encontramos un incremento en la proteína p62 

en individuos transgénicos desde edades tempranas (3 meses), que podrían 

estar relacionadas con la presencia de oligómeros de αSyn en estos animales

en las neuronas dopaminérgicas (Janezic et al., 2013; Bengoa-Vergniory et al., 

2020).

Figuraa 31. Análisiss porr inmunofluorescenciaa dell marcadorr p622 enn regioness noo dopaminérgicass 
adyacentess aa laa SNc,, enn loss modeloss dee αSynn aa loss 66 yy 122 mesess dee edad. Imágenes 
representativas de inmunofluorescencia mostrando p62 (verde) en áreas TH- (no 
dopaminérgicas), y las imágenes correspondientes de la mezcla de p62 (verde), TH (rojo) y DAPI 
(azul), en secciones de substantia nigra pars compacta (SNc) de animales de 6 ((A) y de 12 meses 
(B). Se muestran también las respectivas cuantificaciones a los 6 y 12 meses (2 campos de SNc por 
animal; n = 2 animales de 6 meses; n = 3 animales de 12 meses). Los datos están expresados en 
diagramas de cajas y los puntos representan valores de cada SNc. Escala: 200 μm.
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2.2.3. Los modelos de déficit y sobreexpresión de αSyn muestran una 

inducción autofágica en neuronas estriatales embrionarias 

Si bien un aumento en el marcador de autofagosomas LC3-II nos indicaría 

mayor presencia de estas vesículas autofágicas, este incremento puede 

proceder tanto de una inducción autofágica y mayor producción de vesículas 

como de una inhibición y enlentecimiento autofágicos, que generarían 

acúmulos de autofagosomas sin fusionar y degradar. Para determinar el 

origen es necesario evaluar los marcadores LC3-I y LC3-II y el marcador de 

flujo p62 en presencia y ausencia de un tratamiento de inhibición autofágica 

(Mizushima and Murphy, 2020). 

 

La bafilomicina A1 (Baf.A1) actúa inhibiendo la ATPasa de protones vacuolar 

del lisosoma impidiendo así su acidificación. Este tratamiento afecta 

directamente al correcto funcionamiento del lisosoma, ya que la actividad de 

las enzimas hidrolíticas contenidas en él es dependiente de pH ácido. También 

puede actuar inhibiendo la fusión del autofagosoma con el lisosoma y, por 

tanto, la degradación (Mauvezin and Neufeld, 2015). Ante una inhibición 

autofágica con Baf.A1, un modelo con un enlentecimiento autofágico apenas 

mostraría diferencias entre su estado basal y el tratamiento; un modelo con la 

autofagia inducida en basal, en cambio, mostraría mayor respuesta tras el 

tratamiento con Baf.A1, ya que se exacerbarían sus acúmulos de vesículas y 

sustratos (reflejados por aumentos en LC3-II y p62 respectivamente) al 

impedirse la degradación final. 

 

Analizamos los niveles de los marcadores LC3 y p62 en las neuronas 

estriatales en cultivo, en su estado basal y en respuesta a Baf.A1 (Figura 32). En 

este caso sí pudimos evaluar los marcadores LC3-I y LC3-II de forma conjunta, 

y calcular su conversión con la ratio LC3-II/LC3-I. Esta ratio nos permitió 
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visualizar y confirmar de forma más precisa la respuesta a la Baf.A1 en las 

neuronas. Quisimos evaluar también los niveles individuales de cada uno de 

los marcadores frente a TUBB3, y así comparar estos resultados con los 

obtenidos en los tejidos de animales de 6 meses. Las neuronas estriatales 

Snca-/- mostraban una tendencia a mayores niveles de LC3-I (P = 0.0691) de 

forma basal, aunque este aumento no se observó en el LC3-II, como sí ocurría 

en estriados de animales Snca-/- de 6 meses. Al analizar este marcador, de 

hecho, no encontramos diferencias significativas entre genotipos, ni en el 

estado basal ni en respuesta a Baf.A1. Sí pudimos comprobar que el 

tratamiento generaba, según lo esperado, un incremento de LC3-II en todos 

los genotipos, al impedir la degradación lisosomal de los autofagosomas 

(Figura 32). En cuanto a la evaluación de la ratio LC3-II/LC3-I, parecía reflejar 

mejor la respuesta al tratamiento, ya que generaba aumentos más sólidos 

respecto al estado basal en todos los genotipos. En este caso sí encontramos 

una diferencia entre modelos, y tanto las neuronas Snca-/- como las neuronas 

SNCA-OVX mostraban una respuesta superior a la Baf.A1 en comparación a 

las neuronas silvestres (Figura 32). Por otro lado, la proteína p62 no mostró 

cambios significativos en ninguno de los genotipos observados de forma 

basal. Curiosamente, tampoco pudimos observar incrementos de p62 en 

respuesta al tratamiento con Baf.A1 en ninguno de los genotipos, como cabría 

esperar. Sí observamos, en cambio, que las neuronas Snca-/- y SNCA-OVX 

parecían responder de forma opuesta al tratamiento (Figura 32). 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en tejidos y neuronas estriatales, 

los aumentos y tendencias observados en los niveles de LC3-I y/o LC3-II 

parecían estar asociados a una inducción autofágica y no a un 

enlentecimiento de esta vía degradativa. En ambos modelos de αSyn 

encontramos una respuesta superior a Baf.A1 respecto a las neuronas 
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silvestres, reflejada por los aumentos en la conversión de LC3 con la ratio LC3-

II/LC3-I. El marcador p62, por su parte, mostraba un comportamiento 

inesperado, al no generar ninguna respuesta al tratamiento en las neuronas, 

por lo que no resultaba útil para valorar defectos autofágicos en este cultivo 

celular. 

 

 
Figura 32. Estudio de marcadores autofágicos en cultivo primario de neuronas estriatales. 
Inmunoblot representativo de los niveles de expresión proteínica de LC3-I, LC3-II, p62 y TUBB3 en 
neuronas estriatales sin tratamiento o tratadas con bafilomicina A1 (Baf.A1), y su cuantificación 
correspondiente (n = 4) [LC3-II, efecto tratamiento: F(1, 18) = 28.25, P < 0.0001; LC-II/LC3-I, efecto 
tratamiento: F(1, 18) = 66.02, P < 0.0001]. Los datos están expresados en diagramas de cajas y los 
puntos representan valores de cultivos individuales. El análisis estadístico se llevó a cabo con el 
test ANOVA de dos vías, con la variable “tratamiento” como factor intra-grupo (significación en 
comparaciones múltiples indicada por #) y “genotipo” como factor entre grupos (significación en 
comparaciones múltiples indicada por *). 
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2.3. Evaluación lisosomal  

Los cambios de flujo y las inducciones de la ruta autofágica tienen su origen o 

derivan en muchos casos en cambios cuantitativos, morfológicos o funcionales 

de los lisosomas. Además, los defectos lisosomales, como hemos comentado 

en la introducción, son una pieza clave en la EP, ya que pueden contribuir a la 

acumulación de αSyn y esta, a su vez, inducir más defectos lisosomales. Por 

esta razón nos preguntamos si la inducción autofágica que habíamos 

observado podría estar acompañada de alguna alteración lisosomal. 

 

2.3.1. Los modelos Snca-/- y SNCA-OVX presentan un incremento 

lisosomal en el estriado y la SNc a los 6 meses de edad 

En primer lugar, estudiamos los niveles de la glicoproteína de membrana 

lisosomal LAMP1 (Lysosomal associated membrane protein 1) en la corteza, el 

estriado y el vM de nuestros modelos a los 6 y 12 meses de edad (Figura 33). 

Coincidiendo con el análisis de la vía autofágica, encontramos una tendencia a 

mayores niveles de LAMP1 específicamente en el estriado de individuos Snca-/- 

de 6 meses de edad, pero no a los 12; los animales SNCA-OVX, por su parte, 

parecían seguir el mismo patrón. Inesperadamente, en comparación a las 

otras regiones, observamos que la detección de LAMP1 en el vM era mucho 

menor, pudiendo ello reflejar una reducción en la cantidad de proteína o 

algún tipo de dificultad en la extracción proteínica de LAMP1 en esta zona 

específicamente. A los 12 meses, de hecho, resultaba casi imposible visualizar 

la banda correspondiente a LAMP1 en el vM en comparación a la corteza o el 

estriado (Figura 33). 



resultados 
 

115 
 

 
Figura 33. Niveles proteínicos del marcador lisosomal LAMP1 en muestras cerebrales de los 
modelos de αSyn a los 6 y 12 meses de edad. Inmunoblot representativo de los niveles de 
expresión proteínica de LAMP1 y βActina en muestras de corteza (CTX), estriado (STR) y 
mesencéfalo ventral (vM) de los tres genotipos a los 6 y 12 meses de edad, con su cuantificación 
correspondiente (n = 4). Los datos están representados en diagramas de cajas y los puntos 
representan valores de animales individuales. 
 

Detectamos LAMP1 mediante inmunofluorescencia en secciones de estriado y 

SNc a los 3, 6 y 12 meses de edad. Los resultados obtenidos en el estriado 

coincidían con la tendencia del Western blot, ya que encontramos un 

incremento significativo de la intensidad de fluorescencia de LAMP1 a los 6 

meses en esta región (Figura 34A); sin embargo, en la SNc, observamos un 

aumento en la intensidad de fluorescencia (Figura 34B) que no habíamos 

detectado al analizar los niveles de expresión proteínica por Western blot, de 

forma similar a lo que ocurría en el análisis de la proteína p62, por lo que 

probablemente se debieran al efecto de zona. Por otro lado, al añadir 

animales más jóvenes al estudio por inmunofluorescencia, encontramos que el 

aumento de LAMP1 en la SNc parecía comenzar a los 3 meses (Figura 34B). 

LAMP1
(exposición corta)

LAMP1
(exposición larga)

βActina

CTX STR vM

6 meses 12 meses

4

1

2

3

0

4

1

2

3

0N
iv

e
le

s 
re

la
tiv

o
s 

L
A

M
P

1
/β

A
ct

in
a

CTX STR vM CTX STR vM

P = 0.062

CTX STR vM

kDa

37

100

100

Wild type Snca-/- SNCA-OVX



resultados 
 

116 
 

 

Wild type Snca-/- SNCA-OVX

L
A

M
P

1
L

A
M

P
1/

T
U

B
B

3/
D

A
P

I

Detalle

3 
m

es
es

6 
m

es
es

12
 m

es
es

L
A

M
P

1
L

A
M

P
1/

T
U

B
B

3/
D

A
P

I
L

A
M

P
1

L
A

M
P

1/
T

U
B

B
3/

D
A

P
I

Detalle

Detalle

STR

In
te

ns
id

ad
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

ia
 d

e 
LA

M
P

1 
(a

.u
.)

In
te

ns
id

ad
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

ia
 d

e 
LA

M
P

1 
(a

.u
.)

In
te

ns
id

ad
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

ia
 d

e 
LA

M
P

1 
(a

.u
.)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0

1

2

3

4

5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

*

**
***

P = 0.089

P = 0.062

A



resultados 
 

117 
 

 

In
te

ns
id

ad
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

ia
 d

e 
LA

M
P

1 
en

 n
eu

ro
na

s 
T

H
+

(a
.u

.)

L
A

M
P

1
L

A
M

P
1/

T
H

/D
A

P
I

3 
m

es
es

6 
m

es
es

12
 m

es
es

L
A

M
P

1
L

A
M

P
1/

T
H

/D
A

P
I

L
A

M
P

1
L

A
M

P
1/

T
H

/D
A

P
I

Detalle

Detalle

Detalle

Wild type Snca-/- SNCA-OVX

SNc

**
***

***

***

***
***

In
te

ns
id

ad
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

ia
 d

e 
LA

M
P

1 
en

 n
eu

ro
na

s 
T

H
+

(a
.u

.)
In

te
ns

id
ad

 d
e 

flu
or

es
ce

nc
ia

 d
e 

LA
M

P
1 

en
 n

eu
ro

na
s 

T
H

+
(a

.u
.)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0

2

4

6

8

10

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

B



resultados 
 

118 
 

Figura 34. Análisis por inmunofluorescencia de lisosomas en estriado y SNc de los modelos de 
αSyn a los 3, 6 y 12 meses de edad. (A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia 
mostrando LAMP1 (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en secciones estriatales (STR) de los 
modelos a los 3, 6 y 12 meses de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (8 campos 
por animal; n = 2 animales de 3 meses; n = 3 animales de 6 y 12 meses). Los datos están 
expresados como media ± SD y los puntos representan valores de campos. Escala: 100 μm. Escala 
de detalle: 25 μm. ((B) Imágenes representativas de inmunofluorescencia mostrando LAMP1 
(verde), TH (rojo) y DAPI (azul) en secciones de substantia nigra pars compacta (SNc) de los 
modelos a los 3, 6 y 12 meses de edad, con sus respectivos detalles y cuantificaciones (12-16 
neuronas TH+ por animal; n = 2 animales de 3 meses; n = 3 animales de 6 y 12 meses). Los datos 
están expresados como media ± SD y los puntos representan valores de células. Escala: 100 μm. 
Escala de detalle: 25 μm.  
 

2.3.2. El déficit de αSyn incrementa la señal lisosomal en neuronas 

estriatales embrionarias 

Evaluamos la cantidad de lisosomas en neuronas embrionarias en cultivo 

primario. Cuando detectamos la proteína LAMP1 por Western blot e 

inmunofluorescencia en neuronas estriatales Snca-/- y SNCA-OVX en cultivo, 

los resultados obtenidos fueron similares a los del tejido estriatal de 6 meses 

en el caso del déficit de αSyn: las neuronas Snca-/- también mostraban un 

aumento de los niveles proteínicos de LAMP1 en comparación a las neuronas 

silvestres (Figura 35). En las neuronas con sobreexpresión de αSyn no 

encontramos cambios en los niveles de LAMP1 por Western blot (Figura 35A), 

pero sí en las inmunofluorescencias, donde detectamos un incremento en el 

área de soma ocupada por lisosomas (Figura 35B). También analizamos 

cualitativamente la morfología lisosomal de estos cultivos tomando imágenes 

de microscopía confocal con la tecnología de superresolución HyVolution, que 

nos permitía resolver mejor estas estructuras. Observamos que, tanto las 

neuronas Snca-/- como las SNCA-OVX parecían presentar más lisosomas de 

tipo vacuolar en comparación a las neuronas silvestres (Figura 35C), por lo 

que los incrementos en la señal lisosomal podían deberse no solo a una 

mayor cantidad de lisosomas, sino también a un aumento en su tamaño.  



resultados 
 

119 
 

 
Figura 35. Estudio lisosomal en cultivos primarios de neuronas estriatales. (A) Inmunoblot 
representativo de los niveles proteínicos de LAMP1 en cultivos embrionarios estriatales de los 
modelos de αSyn, con su respectiva cuantificación (n = 4). Los datos están representados en 
diagramas de cajas y los puntos representan valores de cultivos independientes. ((B) Imágenes 
representativas de inmunofluorescencia de LAMP1 (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI (azul) en neuronas 
estriatales, con su respectiva cuantificación (5 campos por cultivo; n = 4 cultivos independientes). 
Los datos están expresados como media ± SD y los puntos representan valores medios de un 
campo. Escala: 25 μm. Escala de detalle: 10 μm. ((C) Imágenes de microscopía confocal obtenidas 
con la tecnología de superresolución HyVolution, mostrando LAMP1 (verde), TUBB3 (rojo) y DAPI 
(azul) en neuronas estriatales. Se muestran también los detalles lisosomales correspondientes. 
Escala: 10 μm.  
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2.4. Estudio preliminar de microscopía electrónica de transmisión 

Para seguir profundizando en los defectos observados en las vesículas 

autofágicas, especialmente en aquellas LAMP1 positivas, realizamos un estudio 

de microscopía eléctronica de trasnsmision (TEM, del inglés transmission 

electron microscopy) de las neuronas del estriado y del mesencéfalo ventral 

(vM) de nuestros modelos a los 6 meses de edad. 

 

En términos generales, observamos ciertas alteraciones recurrentes en 

nuestros modelos (Figura 36) que sería necesario confirmar ampliando el 

estudio. En el estriado, las neuronas Snca-/- mostraban un aspecto más 

diferenciado del resto de genotipos, con un citoplasma visiblemente alterado 

en comparación a las neuronas silvestres y transgénicas. Estas neuronas 

presentaban bastantes vesículas (Figura 36A, flechas amarillas) y anomalías 

nucleares, incluyendo dilataciones de la envuelta nuclear (Figura 36A, flechas 

azules). En la mayoría de las neuronas Snca-/- fotografiadas, además, se podía 

observar un nucleolo mucho más condensado en comparación a las silvestres 

y a las transgénicas (Figura 36 y Figura 37). Por su parte, las neuronas 

estriatales SNCA-OVX mostraban un citoplasma y un núcleo más similar al de 

las neuronas silvestres, aunque detectamos la presencia de cuerpos 

multivesiculares en estas neuronas, identificados por la presencia de múltiples 

capas membranosas en el interior de una vesícula (Figura 36A, flecha amarilla). 

Por otro lado, las neuronas Snca-/- mesencefálicas también presentaban una 

mayor condensación nucleolar, y estructuras lisosomales de gran tamaño 

(Figura 36B, flechas rojas). En el mesencéfalo ventral el modelo SNCA-OVX sí 

parecía presentar sus propias alteraciones, distintas del modelo knockout, ya 

que mostraban cisternas de RE dilatadas por el citoplasma que podrían 

asociarse a una situación de estrés de RE (Figura 36B, flechas naranjas). 
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Figura 36. Resultados preliminares del estudio por TEM. (A) Imágenes representativas de TEM de 
las alteraciones observadas en los modelos de αSyn en el estriado (STR). Se destacan las vesículas 
o cuerpos multivesiculares (flechas amarillas) y las alteraciones de la envuelta nuclear (flechas 
azules). Escala: 5 μm. Escala de detalle: 1 μm. ((B) Imágenes representativas de TEM de las 
alteraciones observadas en los modelos de αSyn en el mesencéfalo ventral (vM). Se destacan los 
lisosomas (flechas rojas) y las dilataciones de RE (flechas naranjas). Escala: 5 μm. Escala de detalle: 
1 μm. 
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2.4.1. La ausencia de αSyn provoca cambios morfológicos en las 

mitocondrias estriatales 

Si bien en el estriado detectamos la presencia de vesículas y cuerpos 

multivesiculares, las alteraciones más visibles, inesperadamente, las 

encontramos en las mitocondrias de las neuronas Snca-/-. Estas mitocondrias 

mostraban un aspecto más oscuro en comparación a las silvestres y las 

transgénicas, debido a un incremento en la cantidad de crestas en su interior, 

que ocupaban toda la superficie de matriz mitocondrial disponible. 

Realizamos por ello un análisis morfológico mitocondrial, incluyendo el área, la 

circularidad, y la intensidad media de gris de cada mitocondria, como medida 

indirecta de la cantidad de crestas en su interior. No encontramos diferencias 

significativas ni en el área ni en la circularidad de ninguno de los modelos de 

αSyn en el estriado, pero corroboramos que las mitocondrias deficientes en 

αSyn presentaban un incremento significativo de la cantidad de crestas (Figura 

37A).  

 

A nivel de vM no detectamos diferencias significativas en el modelo Snca-/- en 

comparación al silvestre; sin embargo, sí exhibían una reducción significativa 

de crestas respecto a las mitocondrias SNCA-OVX (Figura 37B). El modelo de 

sobreexpresión, por su parte, no mostraba diferencias en sus crestas respecto 

a individuos silvestres, ni en las mitocondrias estriatales ni en el vM (Figura 37). 

 

Por tanto, detectamos que las mayores anomalías morfológicas se 

encontraban en las mitocondrias estriatales sin αSyn, mientras que el modelo 

SNCA-OVX no presentaba cambios de este tipo en ninguna de las regiones 

estudiadas. 
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Figura 37. Estudio preliminar por TEM de morfología mitocondrial en los modelos de αSyn, en 
estriado (STR) y mesencéfalo ventral (vM), a los 6 meses de edad. (A) Imágenes representativas de 
TEM de neuronas estriatales de individuos silvestres (wild type), Snca-/- y SNCA-OVX, con sus 
respectivos detalles. En la parte inferior se muestra el análisis cuantitativo del área, circularidad e 
intensidad media de mitocondrias por célula (14 células wild type, 13 células Snca-/- y 9 células 
SNCA-OVX; n = 1 animal por genotipo). Los datos están expresados como media ± SD y los 
puntos representan valores de células. Escala: 5 μm. Escala de detalle: 1 μm. ((B) Imágenes 
representativas de TEM de neuronas mesencefálicas de individuos silvestres (wild type), Snca-/- y 
SNCA-OVX, con sus respectivos detalles. En la parte inferior se muestra el análisis cuantitativo del 
área, circularidad e intensidad media de mitocondrias por célula (6 células wild type, 15 células 
Snca-/- y 9 células SNCA-OVX; n = 1 animal por genotipo). Los datos están expresados como 
media ± SD y los puntos representan valores de células. Escala: 5 μm. Escala de detalle: 1 μm. 

 

2.5. Análisis transcriptómico 

Para profundizar e identificar vías bioquímicas específicas que pudiésemos 

relacionar con nuestros hallazgos, realizamos un estudio del transcriptoma 

(RNAseq) de muestras de estriado y de mesencéfalo ventral (vM) de animales 

de 6 meses, edad a la cual habíamos detectado la mayoría de las alteraciones. 

 

Se determinaron como genes diferencialmente expresados (DE) aquellos con 

un Log2FoldChange absoluto > 0.5 y un P valor ajustado < 0.05.  A nivel 

estriatal, en el modelo Snca-/- encontramos 1597 genes DE (1102 regulados al 

alza y 495 a la baja), mientras que en el modelo SNCA-OVX sólo detectamos 

32 genes DE (23 regulados al alza y 9 a la baja), en comparación a animales 

silvestres (Figura 38A). En el análisis de vM encontramos 105 genes DE en los 

animales Snca-/- (80 genes regulados al alza y 25 a la baja) y 142 genes DE en 

el modelo SNCA-OVX (121 genes regulados al alza y 21 a la baja), también 

respecto a los animales silvestres (Figura 38B). La comparativa entre ambos 

modelos (SNCA-OVX vs Snca-/-), por su parte, era la categoría con menor 

número de genes DE tanto en el vM como a nivel estriatal (6 genes DE en 

estriado y 29 genes DE en el vM) (Figura 38A y B). 
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Figuraa 38.. Representaciónn dee resultadoss globaless dell análisiss transcriptómico. (A) Diagrama de 
Euler (izquierda) de genes diferencialmente expresados en el estriado (STR) en los modelos Snca-/-

y SNCA-OVX, en comparación a los animales silvestres (wild type), y el solapamiento entre ambos. 
Se muestra también la distribución de genes regulados al alza y a la baja en cada comparativa 
con gráficos de barras (derecha). ((B) Diagrama de Euler (izquierda) de genes diferencialmente 
expresados en el mesencéfalo ventral (vM) en los modelos Snca-/- y SNCA-OVX, en comparación 
a los animales silvestres (wild type), y el solapamiento entre ambos. Se muestra también la 
distribución de genes regulados al alza y a la baja en cada comparativa con gráficos de barras 
(derecha). 

Comenzamos explorando los 10 primeros genes DE (ordenados en base al P

valor ajustado) en cada comparativa y región. Observamos que Rb1cc1/Fip200

se encontraba entre ellos en el estriado, con una expresión incrementada 
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tanto en el modelo de déficit como en el de sobreexpresión de αSyn en esta 

región (Tablas 6 y 7). Este gen forma parte de uno de los complejos clave de 

inducción autofágica y regula la formación de autofagosomas mediante su 

interacción con Atg16L1, lo que podría indicarnos de nuevo que, más que ante 

un flujo defectuoso o enlentecido, nos encontramos ante una inducción 

autofágica en el estriado de nuestros modelos. También detectamos que 

algunos de los genes que se encontraban entre los primeros eran genes 

próximos al gen Snca, como es el caso de Mmrn1 o Dnah6, por lo que los 

cambios en su expresión se deberían a las propias modificaciones del locus de 

Snca que comparten tanto el modelo Snca-/- como el modelo SNCA-OVX 

(Chaprov et al., 2020). 

 
Tabla 6. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el estriado del modelo Snca-/-, en 

comparación a los animales silvestres. 

ENSG  Símbolo  Log2FoldChange  P  valor ajustado  

ENSMUSG00000025889 Snca -8.6279171 3.567420e-223 

ENSMUSG00000054641 Mmrn1 10.3049884 6.393956e-12 

ENSMUSG00000025907 Rb1cc1 1.3101809 2.101507e-10 

ENSMUSG00000057894 Zfp329 1.0578172 3.143989e-09 

ENSMUSG00000027737 Slc7a11 1.1982216 3.546953e-09 

ENSMUSG00000046229 Scand1 -1.0493171 3.546953e-09 

ENSMUSG00000052861 Dnah6 3.2431997 1.508075e-08 

ENSMUSG00000059824 Dbp -1.0595880 1.917605e-08 

ENSMUSG00000062627 Mysm1 1.1281355 1.917605e-08 

ENSMUSG00000027677 Ttc14 2.3266207 3.518854e-08 

ENSG: identificador de ENSEMBL. 

 

 



resultados 
 

127 
 

Tabla 7. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el estriado del modelo SNCA-OVX, 
en comparación a los animales silvestres. 

ENSG Símbolo  Log2FoldChange  P  valor ajustado  

ENSMUSG00000054641 Mmrn1 9.5884331 1.213191e-09     

ENSMUSG00000074733 Zfp950 1.2646520 1.015276e-05     

ENSMUSG00000079084 Ccdc82 1.4029556 6.089774e-05    

ENSMUSG00000052861 Dnah6 2.5875594 1.992095e-04     

ENSMUSG00000036459 Wtip -0.8721898 2.379512e-04     

ENSMUSG00000022364 Tbc1d31 1.0073835 2.813226e-04     

ENSMUSG00000046229 Scand1 -0.7492251 8.346925e-04    

ENSMUSG00000025907 Rb1cc1 0.8612437 1.457349e-03     

ENSMUSG00000032555 Topbp1 0.6234978 9.355695e-03    

ENSMUSG00000071076 Jund -0.5050805 9.355695e-03    

ENSG: identificador de ENSEMBL. 

 
Tabla 8. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el mesencéfalo ventral del modelo 

Snca-/-, en comparación a los animales silvestres. 

ENSG Símbolo  Log2FoldChange  P  valor ajustado  

ENSMUSG00000025889 Snca -7.8054965 6.967099e-176 

ENSMUSG00000020420 Zfp607a 24.3930176 2.021044e-08 

ENSMUSG00000074865 Zfp934 23.8086954 4.401383e-07 

ENSMUSG00000096265 4930467E23Rik -21.8434591 6.699016e-07 

ENSMUSG00000054641 Mmrn1 7.8990465 8.189757e-07 

ENSMUSG00000100254 Trpc2 -22.9745966 1.658180e-05 

ENSMUSG00000035842 Ddx11 17.5362252 1.802088e-05 

ENSMUSG00000078899 Gm14434 1.0828978 1.802088e-05 

ENSMUSG00000069609 Cd3001d4 -22.3930499 2.836821e-05 

ENSMUSG00000064140 Trim38 -21.8487220 5.319173e-05 

ENSG: identificador de ENSEMBL. 
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Tabla 9. Primeros diez genes diferencialmente expresados en el mesencéfalo ventral del modelo 
SNCA-OVX, en comparación a los animales silvestres. 

ENSG Símbolo  Log2FoldChange  P  valor ajustado  

ENSMUSG00000035842 Ddx11 21.8607470 1.317847e-09 

ENSMUSG00000020420 Zfp607a 25.1662864 2.712155e-09 

ENSMUSG00000054641 Mmrn1 8.4476049 7.694433e-08    

ENSMUSG00000078878 Gm14432 1.0122796 1.729827e-07    

ENSMUSG00000078886 Gm2026 1.3994534 9.351831e-07    

ENSMUSG00000040189 Ccdc114 24.4849752 1.344739e-06    

ENSMUSG00000078899 Gm14434 1.1634287 2.015687e-06    

ENSMUSG00000021720 Rnf180 -16.6148692 3.872571e-06    

ENSMUSG00000009281 Rarres2 -16.4928417 4.507328e-06    

ENSMUSG00000044501 Zfp758 1.2449705 2.102458e-05    

ENSG: identificador de ENSEMBL. 

 
2.5.1. El déficit de αSyn causa una desregulación bioenergética 

nigroestriatal en animales de 6 meses de edad, la cual es 

parcialmente compartida por los individuos transgénicos 

A continuación, evaluamos las categorías ontológicas en las cuales se 

enmarcaban los genes DE de cada región y comparativa. El análisis de los 

términos de la base de datos Gene Ontology (GO terms) permite conocer en 

qué procesos biológicos, componentes celulares, funciones moleculares o 

rutas están enriquecidos nuestros genes DE. Como nos interesaba determinar 

de qué forma se estaban afectando dichos procesos o componentes, llevamos 

a cabo el análisis de GO terms diferenciando entre genes con un incremento 

(regulados al alza) o con una reducción (regulados a la baja) de su expresión. 

 

Cuando analizamos los GO terms de componentes celulares, categoría que 

resultó más informativa, encontramos varios resultados congruentes con el 
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estudio de TEM. El modelo Snca-/- presentaba un enriquecimiento en términos 

nucleares (p.ej.: “agregado nuclear”, “membrana nuclear”, “nucleolo”) 

procedente de genes regulados al alza en el estriado. Además, encontramos 

un enriquecimiento estadísticamente significativo en genes relacionados con 

funciones mitocondriales en los animales Snca-/- respecto a los animales 

silvestres, tanto a nivel de vM como a nivel estriatal (Figura 39). Curiosamente, 

el déficit de αSyn generaba una regulación opuesta de los genes 

mitocondriales en las dos regiones cerebrales estudiadas: mientras en el vM, 

los genes mitocondriales aparecían entre aquellos con expresión 

incrementada (20/80 genes DE), en el estriado los encontrábamos en el grupo 

de genes con expresión reducida (119/495 genes DE). Muchos de estos genes 

alterados codifican componentes o proteínas accesorias de complejos de la 

cadena de transporte de electrones (CTE), tanto en vM como en el estriado 

(Figura 40), lo cual también queda reflejado en el análisis de los GO terms 

(p.ej.: “mitocondria”, “membrana mitocondrial interna”, “complejo I de la 

cadena respiratoria”) (Figura 39). 

 

Analizamos también el enriquecimiento en rutas metabólicas de la base de 

datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Encontramos un 

enriquecimiento en rutas relacionadas con las principales enfermedades 

neurodegenerativas y, en línea con los hallazgos mitocondriales, este 

enriquecimiento procedía de los genes regulados a la baja a nivel estriatal y 

de los genes regulados al alza a nivel de vM en individuos Snca-/- (Figura 41). 
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Figura 39. Análisis de enriquecimiento en GO terms de componentes celulares en animales Snca-/- 
de 6 meses, respecto a individuos silvestres. Se muestran los componentes celulares enriquecidos 
en los genes diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul), en el estriado (panel 
izquierdo) y en el mesencéfalo ventral (vM) (panel derecho). Están representadas las categorías 
estadísticamente significativas en base al FDR (False Discovery Rate), y se muestra el -log10(FDR) 
como valor de enriquecimiento. Los componentes celulares con más términos relacionados se 
muestran en letras coloreadas. PML: promyelocytic leukaemia. 
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Figuraa 40.. Geness mitocondrialess diferencialmentee expresadoss enn individuoss Snca-/-dee 66 mesess dee 
edad..  (A) Heatmap de genes diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul) en 
animales Snca-/-, en comparación animales silvestres, a nivel de estriado (STR) y mesencéfalo 
ventral (vM). Se muestra también la expresión de estos mismos genes en animales SNCA-OVX en 
comparación a los silvestres. Cada línea horizontal representa un gen; cada columna, un animal (n 
= 3). ((B) Representación de genes diferencialmente expresados de la cadena de transporte de 
electrones ante el déficit de αSyn, regulados a la baja en el estriado (azul) y, a la vez, al alza en el 
vM (azul con contorno rojo). 

Concluimos que la falta de αSyn estaba propiciando una situación de 

desregulación bioenergética de la vía nigroestriada, en la que el estriado 

parecía estar hipoactivado en este sentido, mientras que el vM mostraba una

mayor expresión de genes de la CTE.
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Figura 41. Análisis de enriquecimiento en GO terms de rutas KEGG de individuos Snca-/- de 6 
meses, respecto a individuos silvestres. Se muestran las rutas enriquecidas en los genes 
diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul), en el estriado (panel izquierdo) y en el 
mesencéfalo ventral (vM) (panel derecho). Están representadas las categorías estadísticamente 
significativas en base al FDR (False Discovery Rate), y se muestra el -log10(FDR) como valor de 
enriquecimiento. 
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Al evaluar estos mapas observamos que la tendencia del modelo SNCA-OVX 

en el estriado era la misma que en el modelo de déficit, excepto en el caso de 

un individuo, lo cual explicaría por qué estos animales presentaban menor 

número de genes DE y ausencia enriquecimientos mitocondriales. Por otro 

lado, en el vM la introducción del transgén SNCA sobre el fondo knockout, en 

los ratones SNCA-OVX, sí parecía haber eliminado prácticamente por 

completo el efecto de incremento de expresión de genes mitocondriales, 

respecto al modelo Snca-/-, y no se observaba un comportamiento similar 

entre modelos. 

 

2.5.2. Los modelos de αSyn muestran una alteración de la expresión de 

genes relacionados con exosomas, en paralelo a los cambios en la 

expresión de genes mitocondriales 

Cuando analizamos los enriquecimientos en GO terms de categorías celulares 

(Figura 39), observamos que había varias categorías, además de las 

mitocondriales, con una regulación opuesta en el estriado y en el vM de 

animales Snca-/-: las ribosomales y la categoría “exosoma extracelular”. 

Evaluamos la categoría de exosomas al ser estos una forma potencial de 

transmisión de αSyn que, según estos resultados, podría regularse a su vez 

por la propia αSyn. Estos genes estaban regulados a la baja en el estriado de 

animales Snca-/- y, al igual que ocurría en las categorías mitocondriales, el 

modelo SNCA-OVX tenía este mismo patrón de expresión a la baja 

exceptuando un animal. En cuanto al vM detectamos un incremento en la 

expresión de genes de la categoría de exosomas en individuos Snca-/-, en 

línea con los hallazgos mitocondriales, pero no en los SNCA-OVX (Figura 42).  
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2.5.3. El déficit de αSyn genera un incremento en la expresión de genes 

axonales en el estriado  

Aunque no alcanzaban la significación estadística para considerarse categorías 

celulares enriquecidas, en el análisis de componentes celulares también 

encontramos algunos términos axonales y sinápticos. Dada la relación entre 

αSyn y la dinámica vesicular sináptica en los axones, exploramos cómo se 

estaba alterando la expresión de los genes DE englobados en estas categorías 

celulares. Encontramos que, en este caso, el déficit de αSyn incrementaba la 

expresión de genes axonales/sinápticos a nivel estriatal (Figura 42). En cuanto 

a los individuos transgénicos, no observamos ninguna tendencia clara hacia 

una regulación al alza o a la baja, ya que cada individuo mostraba una 

expresión distinta de estos genes. La falta de αSyn, por tanto, estaba 

generando una desregulación sináptica a nivel estriatal, con un incremento de 

la expresión de genes axonales y sinápticos.  
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Figura 42. Genes de las categorías celulares “exosoma extracelular”, “axón” y “sinapsis” 
diferencialmente expresados en individuos Snca-/- de 6 meses de edad. Heatmaps de genes 
diferencialmente expresados al alza (rojo) y a la baja (azul) en animales Snca-/-, en comparación 
animales silvestres, a nivel de estriado (STR) y mesencéfalo ventral (vM). Se muestra también la 
expresión de estos mismos genes en animales SNCA-OVX en comparación a los silvestres. Cada 
línea horizontal representa un gen; cada columna, un animal (n = 3). 

 

2.6. Estudio de los contactos entre mitocondrias y lisosomas 

Tanto las mitocondrias como los lisosomas desempeñan papeles principales 

en las enfermedades neurodegenerativas y, recientemente, se ha demostrado 

que los contactos entre ellos son cruciales para el correcto funcionamiento de 

dichos orgánulos, ya que regulan su dinámica, morfología e identidad (Wong 

et al., 2018; Cantarero et al., 2020). Las profundas alteraciones que habíamos 

detectado en la expresión de genes mitocondriales y los incrementos en la 

señal lisosomal nos hicieron preguntarnos cuál era el estado de la relación 

entre ambos orgánulos ante la falta y la sobreexpresión de αSyn ya que, como 

se ha comentado en la introducción, ya se ha reportado que αSyn afecta a 

otros contactos mitocondriales como las MAM (mitocondria-RE). En nuestro 

grupo hemos descrito el primer par de proteínas de anclaje entre la 

mitocondria y el lisosoma, estableciendo así una vía de estudio de sus 

contactos, y cómo la falta de una de las proteínas implicadas en este anclaje, 

GDAP1, genera defectos en la red mitocondrial y en la morfología lisosomal 

(ANEXO). GDAP1 es una proteína de fisión mitocondrial con profundas 

implicaciones en la homeostasis de las mitocondrias a múltiples niveles 

(contactos, dinámica y estrés oxidativo), así como en el proceso de autofagia; 

mutaciones en el gen GDAP1 causan la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, 

una neuropatía periférica hereditaria en la que se ven afectados los axones de 

las motoneuronas (Cantarero et al., 2020). Quisimos por todo ello evaluar la 

interacción de este par de anclaje, GDAP1-LAMP1, en cultivos neuronales 

estriatales de nuestros modelos. 
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El ensayo de ligación por proximidad (PLA) permite identificar interacciones 

entre proteínas endógenas in situ, mediante la amplificación de sondas 

fluorescentes que detectan los anticuerpos específicos contra nuestras 

proteínas de interés. Esta amplificación sólo se da cuando ambas proteínas 

están a una distancia menor de 40 nm, y puede visualizarse gracias a la señal 

fluorescente que genera, de forma que, a más interacciones, más puntos 

fluorescentes obtendremos (Alam, 2018). Esta técnica, por ello, se ha utilizado 

ampliamente en el estudio de los contactos entre orgánulos, debido a su 

simplicidad y especificidad (Huang et al., 2020). 

 

2.6.1. El déficit de αSyn incrementa los contactos entre las mitocondrias y 

los lisosomas 

Para evaluar los contactos entre la mitocondria y el lisosoma en neuronas 

estriatales de los modelos de αSyn llevamos a cabo experimentos de PLA en 

cultivos primarios para detectar la interacción del par de anclaje GDAP1-

LAMP1. Detectamos un incremento significativo de esta interacción en las 

neuronas Snca-/-, mientras que el modelo de sobreexpresión no mostró 

cambios respecto a las neuronas silvestres (Figura 43A). Este incremento 

podría ser esperable ya que, de acuerdo con los resultados anteriores, las 

neuronas deficientes en αSyn muestran mayor cantidad del marcador LAMP1, 

por lo que el aumento de contactos podía ser a consecuencia de ello. Por esta 

razón, evaluamos los niveles proteínicos de la pareja de anclaje de LAMP1, 

GDAP1, y detectamos que se encontraba reducida en neuronas Snca-/-; 

aunque no alcanzaba la significación estadística, la reducción en los niveles de 

GDAP1 parecía compartirse también por el modelo de sobreexpresión (Figura 

43B). 
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Por tanto, ante la falta de αSyn encontrábamos un incremento de los 

contactos entre la mitocondria y los lisosomas, reflejado por un incremento de 

las interacciones GDAP1-LAMP1. Este incremento no podía explicarse 

únicamente por mayores niveles de LAMP1, puesto que había una reducción 

significativa de los niveles de GDAP1, una proteína crucial para estos contactos 

y para el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial cuya falta de función, 

además, está implicada en la neuropatía de Charcot-Marie-Tooth. 

 
Figura 43. Estudio de los contactos mitocondria-lisosomas y de la proteína de anclaje GDAP1 en 
neuronas estriatales embrionarias. (A) Imágenes representativas del ensayo de ligación por 
proximidad (PLA) de las proteínas GDAP1 y LAMP1 (rojo), e inmunofluorescencia de TUBB3 (verde) 
y DAPI (azul), en neuronas estriatales embrionarias. Se muestra la cuantificación correspondiente 
de puntos de interacción/neurona (28 células wild type, 31 células Snca-/-, 41 células SNCA-OVX, n 
= 4 cultivos independientes). Los datos están representados como medias ± SD y los puntos 
representan neuronas. Escala: 25 μm. ((B) Inmunoblot representativo de los niveles de expresión 
proteínica de GDAP1 y TUBB3 en neuronas estriatales embrionarias, y su cuantificación 
correspondiente (n = 3 cultivos independientes). Los datos están representados en diagramas de 
cajas y los puntos representan valores de cultivos independientes. 
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CAPÍTULO III.  
PROCESOS NEUROINFLAMATORIOS EN MODELOS DE αSYN 

 

Como se ha expuesto en la introducción, uno de los eventos celulares que 

puede estar condicionando la muerte neuronal en enfermedades como la EP 

es la neuroinflamación, es decir, las respuestas inflamatorias que se generan a 

nivel del sistema nervioso central y que se traducen en la activación de ciertos 

tipos de células inmunes para resolver el daño o infección desencadenante de 

la respuesta. Con el fin de conocer si las alteraciones asociadas a la falta y/o al 

exceso de αSyn, eran capaces de infligir un daño neuronal e iniciar o modificar 

las respuestas neuroinflamatorias en nuestros modelos, estudiamos células 

efectoras, así como rutas de señalización claves que podrían estar implicadas 

en estas respuestas. Este estudio neuroinflamatorio nos permitía, además, 

identificar diferencias en estas respuestas a nivel estriatal y de SNc, en línea 

con lo observado en los resultados previos, que pudieran dar pistas sobre la 

vulnerabilidad neuronal en la EP. 

 

3.1. Análisis transcriptómico y de rutas neuroinflamatorias 

3.1.1. El déficit de αSyn produce cambios en la respuesta inmune 

Llevamos a cabo un Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) para explorar más 

profundamente enriquecimientos funcionales en nuestro set de datos 

transcriptómicos de animales de 6 meses. El GSEA utiliza información de todos 

los genes analizados para calcular el enriquecimiento en listas predefinidas de 

genes asociados a términos GO, a diferencia del análisis anterior de 

enriquecimiento que utiliza específicamente la información de los genes DE. 

En este análisis utilizamos un umbral de FDR < 25 % para la selección de sets 

de genes candidatos para su posterior estudio. 
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Encontramos enriquecimientos estadísticamente significativos en el estriado de 

animales Snca-/- en comparación a los animales silvestres; en concreto, 

hallamos dos términos relacionados con neuroinflamación entre los 20 sets de 

genes más enriquecidos en esta comparativa y región (Figura 44A), y otros 

tres entre los 50 más enriquecidos (Figura 44B).  

 
Figura 44. Gene Set Enrichment Analysis del estriado de individuos Snca-/- a los 6 meses de edad. 
(A) Gráficas de GSEA correspondientes a los sets de genes inmunitarios entre el top 20 de sets 
más enriquecidos. Se muestra su valor de enriquecimiento (NES) y su False Discovery Rate (FDR). 
(B) Términos de sets de genes inmunitarios entre el top 50 de sets más enriquecidos. Se muestra 
su valor de enriquecimiento (NES) y su False Discovery Rate (FDR). ((C) Genes que contribuyen a los 
enriquecimientos inmunitarios en el top 50 (n = 3 animales por genotipo). 
 

Estos enriquecimientos procedían de genes con una expresión incrementada 

(Figura 44C) que, según reflejaban los resultados del GSEA, estaban 

relacionados con la diferenciación y funciones de los linfocitos T 

colaboradores, así como con quimiotaxis de macrófagos. Investigando estos 

genes, detectamos que dos de ellos eran clave, concretamente, para la 

maduración específica a linfocitos T colaboradores de tipo Th2: GATA-3, el 

factor de transcripción responsable de dicha maduración, y la IL-4, la principal 

Snca-/- STR

Genes

Regulados al alza

Regulados a la baja

Regulación negativa de la 
diferenciación de linfocitos T 

colaboradores

Regulación de quimiotaxis 
de macrófagos

A C

NES: -1.7637
FDR: 0.0799

NES: -1.7979
FDR: 0.0728

B

# GO term NES FDR

21 GOBP_NEUROINFLAMMATORY_RESPONSE -1.67 0.182

24 GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_T_CELL_CYTOKINE_PRODUCTION -1.67 0.197

46 GOBP_T_CELL_CYTOKINE_PRODUCTION -1.63 0.207



resultados 
 

140 
 

citoquina asociada a linfocitos Th2 (Zheng and Flavell, 1997; Seki et al., 2004). 

Muchos de ellos también estaban relacionados con la activación de la ruta de 

NF-κB (RC3H1/2, TNFSF18, IL1R1, MAP3K7, TRAF6, RSAD2, MALT1), una de las 

principales vías de señalización implicada en regulación de respuestas 

inflamatorias (Liu et al., 2017) que, además, es clave en la activación del factor 

GATA-3 (Das et al., 2001; Oh and Ghosh, 2013). 

 
3.1.2. Los animales Snca-/- y SNCA-OVX de 6 meses muestran una 

activación estriatal de rutas de señalización relevantes para las 

respuestas inmunes 

Para corroborar los resultados del GSEA evaluamos varias rutas de 

señalización implicadas en respuestas inflamatorias, incluyendo la ruta de NF-

κB, pero también otras vías relevantes como las rutas de quinasas MAP 

(MAPK) ERK1/2 y JNK. Para ello determinamos la presencia de fosforilaciones 

asociadas a la activación de estas rutas mediante Western blot en nuestros 

tejidos de interés, a los 6 y a los 12 meses de edad (Figura 45). Encontramos 

una activación de la ruta MAPK de ERK en el estriado tanto del modelo de 

déficit como de sobreexpresión de αSyn a los 6 meses de edad. En cuanto a la 

ruta de NF-κB, únicamente detectamos su activación de forma significativa en 

el modelo SNCA-OVX; en cambio, el modelo Snca-/- mostraba la misma 

tendencia sin alcanzar la significación estadística (P = 0.1797) (Figura 45A). A 

los 12 meses no detectamos ninguna activación de estas rutas en los modelos, 

ni a nivel estriatal ni de vM (Figura 45B). 
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Figura 45. Estudio de las vías MAPK JNK y ERK y de la vía de NF-κB en muestras cerebrales de los 
modelos de αSyn a los 6 y 12 meses de edad. (A) Inmunoblot representativo de los niveles de 
expresión proteínica de JNK, ERK1/2 y NF-κB, con sus respectivas fosforilaciones, y αTubulina, en 
muestras de corteza (CTX), estriado (STR) y mesencéfalo ventral (vM) de los tres genotipos a los 6 
meses de edad, con su cuantificación correspondiente (n = 4-5). ((B) Inmunoblot representativo de 
los niveles de expresión proteínica de JNK, ERK1/2 y NF-κB, con sus respectivas fosforilaciones, y 
βActina, en muestras de CTX, STR y vM de los tres genotipos a los 12 meses de edad, con su 
cuantificación correspondiente (n = 6 JNK y ERK; n = 2 NF-κB). Los datos están representados en 
diagramas de cajas y los puntos representan valores de animales individuales. 
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3.2. Estudio de fenotipos microgliales 

3.2.1. La falta de aSyn reduce la microglía neurotóxica M1 en el estriado y 

la SNc de animales de 6 meses de edad, mientras que el transgén 

en individuos SNCA-OVX la incrementa respecto al modelo 

knockout 

En el GSEA detectamos como set de genes enriquecido el correspondiente a 

“regulación de quimiotaxis de macrófagos” (Figura 44A). La microglía, los 

macrófagos residentes del cerebro, son uno de los principales efectores 

celulares de las respuestas inmunes innatas, con profundas implicaciones en 

neurodegeneración, al ser las principales células presentadoras de antígenos. 

Además, recientemente se ha reportado que los linfocitos Th2 y la IL-4 que 

secretan promueven la activación alternativa de la microglía e inhiben la 

activación clásica a microglía neurotóxica (He et al., 2020), por lo que quisimos 

evaluar cómo afectaba la falta y el exceso de αSyn a los fenotipos microgliales 

en nuestros modelos. Diferenciamos la microglía neurotóxica (M1) de la 

neuroprotectora (M2) en base a la detección conjunta del marcador microglial 

Iba1 con marcadores específicos de los tipos M1 (CD86) y M2 (CD206), en el 

estriado y en la SNc a los 6 y 12 meses de edad (Figuras 46 y 47). 

A nivel estriatal, la falta de αSyn generaba una tendencia a niveles reducidos 

de microglía neurotóxica M1 (Iba1+CD86+) respecto a individuos silvestres a los 

6 meses de edad, pero no a los 12 meses (Figura 46A). En los animales SNCA-

OVX, en cambio, detectamos que existía un incremento significativo de 

microglía M1 respecto al modelo Snca-/-, y una tendencia a mayores niveles 

respecto a los animales silvestres (P = 0.079) (Figura 46A). Cuando analizamos 

la microglía neuroprotectora M2 (Iba1+CD206+) en esta misma región, no 

detectamos diferencias significativas en ninguno de los modelos a los 6 meses 

de edad, mientras que a los 12 meses los individuos SNCA-OVX mostraban 

una reducción de esta microglía (Figura 46B). 
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Figura 46. Análisis de microglía neurotóxica y neuroprotectora en el estriado de los modelos de 
αSyn a los 6 y 12 meses. (A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia mostrando el 
marcador de microglía neurotóxica CD86 (verde) y el marcador microglial Iba1 (rojo), en secciones 
estriatales de los modelos a los 6 y 12 meses de edad. Se muestra a la derecha la cuantificación 
correspondiente de porcentajes de microglía neurotóxica (2 campos por animal; n = 4 animales 
de 6 meses; n = 3 animales de 12 meses). Los datos están expresados como media ± SD y los 
puntos representan valores de campo de cada estriado. Escala: 50 μm. ((B) Imágenes 
representativas de inmunofluorescencia mostrando el marcador de microglía neuroprotectora 
CD206 (verde) y el marcador microglial Iba1 (rojo), en secciones estriatales de los modelos a los 6 
y 12 meses de edad. Se muestra a la derecha la cuantificación correspondiente de porcentajes de 
microglía neuroprotectora (2 campos por animal; n = 3 animales). Los datos están expresados 
como media ± SD y los puntos representan valores de campo de cada estriado. Escala: 50 μm. 
 

En la SNc también detectamos niveles reducidos de microglía neurotóxica a 

los 6 meses de edad en animales Snca-/-, mientras que el modelo SNCA-OVX 

mostraba niveles equivalentes a los de individuos silvestres (Figura 47A). No 

detectamos cambios en la microglía M1 a los 12 meses de edad (Figura 47A), 

como ocurría en el estriado, ni en la microglía M2 en ninguna de las edades 

estudiadas (Figura 47B). 

 

Analizamos la cantidad total de células microgliales (Iba1+) en el estriado y la 

SNc, para descartar que los cambios observados estuvieran asociados a 

cambios globales en el número de células microgliales, y no detectamos 

diferencias en ninguno de los modelos estudiados, ni a los 6 ni a los 12 meses 

de edad, respecto a los animales silvestres (Figura 48). 
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Figura 47. Análisis de microglía neurotóxica y neuroprotectora en la SNc de los modelos de αSyn 
a los 6 y 12 meses. (A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia mostrando el marcador 
de microglía neurotóxica CD86 (verde), el marcador microglial Iba1 (rojo) y el marcador 
dopaminérgico TH (azul), en secciones de SNc de los modelos a los 6 y 12 meses de edad. Se 
muestra a la derecha la cuantificación correspondiente de porcentajes de microglía neurotóxica (2 
campos por animal; n = 4 animales de 6 meses; n = 3 animales de 12 meses). Los datos están 
expresados como media ± SD y los puntos representan valores de campo de cada estriado. 
Escala: 50 μm. ((B) Imágenes representativas de inmunofluorescencia mostrando el marcador de 
microglía neuroprotectora CD206 (verde), el marcador microglial Iba1 (rojo) y el marcador 
dopaminérgico TH (azul) en secciones de SNc de los modelos a los 6 y 12 meses de edad. Se 
muestra a la derecha la cuantificación correspondiente de porcentajes de microglía 
neuroprotectora (2 campos por animal; n = 3 animales). Los datos están expresados como media 
± SD y los puntos representan valores de campo de cada estriado. Escala: 50 μm. 
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Figura 48. Microglía total en el estriado y la SNc de los modelos de αSyn. Microglía (células Iba1+) 

por mm2 en el estriado (STR) y la SNc de individuos silvestres (wild type), Snca-/- y SNCA-OVX a los 

6 y 12 meses de edad (4 campos por animal; n = 3-4 animales). Los datos están expresados como 

media ± SD y los puntos representan valores de campo. 

 

Estos resultados indicaban que el déficit de αSyn estaba inhibiendo el fenotipo 

neurotóxico en el estriado y la SNc, y aunque no era suficiente para propiciar 

la aparición de microglía neuroprotectora, sí podía reducir la ratio M1/M2. Por 

otra parte, la introducción del transgén de αSyn incrementaba los niveles de 

microglía neurotóxica sobre el fondo Snca-/- sin alcanzar niveles patológicos. 

De nuevo, como ocurría en el resto de los análisis, detectamos las diferencias 

específicamente a los 6 meses de edad y, en este caso, el estriado y la SNc 

tenían una respuesta inmune muy similar, tanto ante la falta como ante la 

sobreexpresión de αSyn. Por otra parte, los resultados indicaban que la 

presencia de αSyn era necesaria para respuestas inmunes innatas 

dependientes de microglía, puesto que su ausencia inhibía la aparición de 

microglía neurotóxica. 
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La siguiente discusión se vertebrará, siempre en línea con los resultados 

obtenidos, sobre cuatro debates fundamentales en la investigación de la EP: el 

uso de modelos animales, la vulnerabilidad neuronal selectiva, la axonopatía y 

el debate sobre la ganancia de función tóxica o pérdida de función de αSyn 

en la EP. 

 

CAPÍTULO I. 
MODELOS MURINOS DE ENFERMEDAD DE PARKINSON 

 

Los modelos murinos han constituido una herramienta de estudio de la EP, 

pero en la actualidad todavía existen profundos debates sobre la idoneidad 

del uso de estos modelos y su aplicabilidad a la patología humana (Barker and 

Björklund, 2020). Se han desarrollado modelos transgénicos, modelos basados 

en la administración de toxinas (MPTP, hidroxidopamina), y modelos basados 

en la inoculación de fibras pre-formadas de αSyn. Si bien es cierto que no 

existe un modelo que recapitule todos los aspectos deseables para el estudio 

de la EP (presencia de agregados proteínicos, muerte neuronal selectiva y 

progresiva, alteraciones fenotípicas tempranas y disfunción motora más 

tardía), muchos de ellos han aportado conocimientos valiosos a sus áreas de 

estudio. En este trabajo hemos empleado dos modelos, obtenidos a partir de 

la cepa B6.Cg-Tg(SNCA)OVX37Rwm Sncatm1Rosl/J desarrollada por el grupo de 

Richard Wade-Martins en la Universidad de Oxford en el año 2013: el propio 

modelo SNCA-OVX y el modelo Snca-/- derivado del fondo sin αSyn murina 

de esta cepa (Janezic et al., 2013). El modelo SNCA-OVX de sobreexpresión de 

αSyn humana presenta alteraciones tempranas, previas a la muerte neuronal 

dopaminérgica y a la disfunción motora, que incluyen déficits en la liberación 

de dopamina en el estriado dorsal, una distribución alterada de vesículas 

sinápticas e, incluso, cambios en la actividad intestinal. Posteriormente, estos 
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animales muestran una reducción de la latencia de caída en la prueba del 

rotarod acelerado, concretamente a los 18 meses de edad, y una reducción de 

la longitud de zancada de las patas delanteras. La pérdida neuronal (30 %) 

también se produce a los 18 meses de edad, pero en ausencia de agregación 

proteínica de tipo cuerpos de Lewy, microgliosis o astrogliosis generalizada. 

Sin embargo, detectan la presencia de especies de alto peso molecular de 

αSyn, correspondientes a oligómeros, en el mesencéfalo de animales tanto de 

3 como de 18 meses de edad (Janezic et al., 2013). En una publicación 

posterior de rescate fenotípico sí observan, a nivel de SNc, astrogliosis a los 12 

meses de edad, y microglía ameboide (activada) a los 6 y 9 meses de edad. 

También confirman la presencia de oligómeros de αSyn, específicamente en el 

mesencéfalo, mediante ensayos de PLA de αSyn, a partir de los 6 meses 

(Bengoa-Vergniory et al., 2020). Por su parte, el fondo knockout de αSyn,  

murina del modelo SNCA-OVX se obtuvo mediante cruces con animales de la 

cepa B6;129X1-Sncatm1Rosl/J (Abeliovich et al., 2000), siendo por ello la cepa 

equivalente a nuestro modelo Snca-/- y de la cual se hablará en este apartado 

más adelante. 

 

Inicialmente planteamos la caracterización fenotípica de los modelos SNCA-

OVX y Snca-/- como una forma de corroborar lo reportado en la literatura, 

pero también de establecer correlaciones con los experimentos posteriores, 

realizados en animales de 3, 6 y 12 meses de edad. Como pretendíamos 

profundizar en los mecanismos fisiopatológicos responsables de la 

neurodegeneración selectiva y la axonopatía, descartamos hacer estudios a los 

18 meses, momento en que ya era evidente la pérdida neuronal en la SNc 

según la publicación que describía el modelo. Encontramos una diferencia 

respecto a esta publicación al llevar a cabo la caracterización motora: a los 3 

meses de edad detectamos diferencias entre los animales Snca-/- y SNCA-OVX 
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en la prueba del rotarod acelerado, puesto que, inesperadamente, el modelo 

Snca-/- mostró una reducción de la coordinación motora desde los 3 hasta los 

12 meses de edad. En el caso de los animales SNCA-OVX no encontramos 

esta reducción a ninguna de las edades estudiadas, aunque no corroboramos 

si a los 18 meses observábamos el mismo fenotipo que ellos puesto que no 

incluimos esta edad en el estudio. Sin embargo, en el estudio de rescate 

(Bengoa-Vergniory et al., 2020) sí reportan una reducción de la coordinación 

motora a los 12 meses en individuos SNCA-OVX vs. individuos silvestres que 

nosotros no detectamos en nuestro estudio. En cuanto al análisis de huellas, 

confirmamos la reducción de la longitud de zancada en el modelo SNCA-OVX 

respecto a animales Snca-/- y silvestres. 

 

Recientemente se ha publicado que la eliminación del componente Ndufs2 del 

complejo I de la cadena respiratoria causa un fenotipo de EP progresivo en el 

tiempo en ratones. El modelo Ndufs2-/- presenta alteraciones motoras leves 

que son dependientes de una disfunción axonal dopaminérgica a nivel 

estriatal; en cambio, las alteraciones motoras más graves estarían asociadas a 

una disfunción dopaminérgica a nivel de la SNc (González-Rodríguez et al., 

2021), lo cual sería congruente con nuestros resultados y los de Janezic y 

colaboradores. Los déficits de dopamina reportados en el modelo SNCA-OVX 

en el estriado dorsal serían suficientes para generar una alteración en su 

marcha, pero no para causarles una afectación general de la coordinación 

motora en el rotarod, que aparecería a los 18 meses en paralelo a la muerte 

neuronal en la SNc. 

 

En cuanto al modelo Snca-/-, como se ha comentado, sería equivalente a la 

cepa B6;129X1-Sncatm1Rosl/J, ya que de ella se derivó el fondo knockout del 

modelo SNCA-OVX. Esta cepa fue publicada en el año 2000 y presenta una 
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reducción del contenido de dopamina estriatal como consecuencia de un 

incremento en la liberación de este neurotransmisor en ausencia de 

alteraciones vesiculares sinápticas o fenotípicas generales (Abeliovich et al., 

2000). Este modelo, en concreto, se ha evaluado en otros estudios a nivel 

motor encontrándose, en uno de ellos, una ligera tendencia a menores 

latencias de caída en el rotarod acelerado, además de corroborarse la 

reducción de dopamina estriatal (Connor-Robson et al., 2016). En otro estudio, 

en cambio, sí encontraron una reducción significativa del desempeño en esta 

prueba motora, a causa de una patología neuromuscular hallada en estos 

animales (Pelkonen and Yavich, 2011). Estos estudios apoyarían, por tanto, 

nuestros resultados en la prueba del rotarod acelerado ante la falta de αSyn. 

 

Teniendo en cuenta todo esto, aparte de argumentar que debe existir una 

afectación a nivel de SNc para generar un fallo de coordinación motora, 

también pensamos que podría existir algún tipo de compensación en el 

modelo SNCA-OVX a raíz de la introducción del transgén de αSyn humana, 

que estaría atenuando en cierto modo la disfunción neuromuscular a 

consecuencia del fondo Snca-/-. Por ello no encontraríamos cambios en la 

prueba del rotarod en el modelo de sobreexpresión. Además, estos hallazgos 

reafirmaban la necesidad del uso del modelo Snca-/- no solo para investigar 

las funciones de αSyn, sino también para controlar qué cambios eran 

puramente asociados a la sobreexpresión de αSyn (como era el caso de la 

reducción de longitud de zancada, por ejemplo) y qué cambios podían 

representar, en realidad, alteraciones patológicas derivadas de la falta de αSyn 

murina. De hecho, el mismo grupo de Richard-Wade Martins publicó, en este 

modelo animal, un análisis proteómico en el que detectaban un incremento 

de proteínas mitocondriales en el mesencéfalo de animales SNCA-OVX 

respecto a individuos silvestres, sin comparar con animales Snca-/- (Ryan et al., 
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2021). Como hemos visto en nuestros resultados, el incremento en la 

expresión de genes mitocondriales ya está presente ante la falta de αSyn 

endógena, por lo que no se podría afirmar que es a consecuencia de la 

sobreexpresión de αSyn. El hecho de excluir a los individuos Snca-/- en 

trabajos posteriores a la descripción del modelo (Bengoa-Vergniory et al., 

2020; Ryan et al., 2021) puede limitar la interpretación de resultados.  

 

Los modelos animales son necesarios todavía para comprender muchos 

procesos fisiopatológicos, pero hay que tener muy presente en qué contexto 

se están desarrollando y qué factores los pueden condicionar. En nuestro caso 

concreto, la interpretación de los resultados compartidos entre el modelo 

Snca-/- y SNCA-OVX puede tener dos vertientes a considerar: i) son debidos al 

fondo sin αSyn endógena (que no está tan exento de alteraciones como se ha 

reportado en estudios previos) o ii) ambos modelos, mediante mecanismos 

fisiopatológicos distintos, llegan a las mismas disfunciones. De este modo, los 

únicos cambios que hemos asociado inequívocamente a la sobreexpresión y 

presencia de oligómeros de αSyn son aquellos específicos del modelo SNCA-

OVX que no son compartidos con animales Snca-/-. 

 

CAPÍTULO II. 
FISIOPATOLOGÍA CELULAR ASOCIADA CON αSYN 

 

αSyn en la vía autofágica-lisosomal 

Como se ha comentado en la sección de resultados, hemos detectado una 

inducción del proceso de autofagia en el estriado tanto del modelo de 

ausencia (Snca-/-) como del modelo de sobreexpresión (SNCA-OVX) de αSyn 

(Figura 49). Esta inducción quedaba reflejada por: i) los incrementos en 

marcadores de autofagosomas y de inducción autofágica (LC3, Beclina1) en 
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tejido de ratones de 6 meses; ii) la mayor respuesta al tratamiento con Baf.A1 

de las neuronas estriatales en cultivo; y iii) la regulación al alza de un gen clave 

de inducción autofágica (Rb1cc1/Fip200) entre los genes con una regulación 

diferencial más significativa en el estriado de ambos modelos. 

 

La posible función de αSyn en el proceso de autofagia no ha sido investigada 

en profundidad, ya que se han hecho estudios enfocados al proceso 

fisiopatológico. En 2010, Winslow y colaboradores publicaron que la 

sobreexpresión de αSyn impedía el proceso de autofagia, inhibiendo la 

proteína Rab1a, deslocalizando a Atg9 y evitando la formación del 

omegasoma (membrana precursora del fagógoro). En el material 

suplementario de este mismo artículo reportan que la reducción de niveles de 

αSyn con RNA de interferencia genera un aumento del marcador de 

autofagosomas LC3-II en presencia y ausencia de Baf.A1, es decir, 

incrementaba el proceso de autofagia. Sugerían, por tanto, que αSyn tendría 

un papel regulador en la síntesis de autofagosomas, ya que tanto un 

incremento como una disminución de sus niveles fisiológicos afectaba a dicho 

proceso (Winslow et al., 2010). Posteriormente, en otra publicación que 

investigaba el papel de αSyn en la autofagia de linfocitos T humanos 

detectaban los mismos resultados: el silenciamiento del gen SNCA aumentaba 

los niveles de LC3-II de forma basal y tras los tratamientos de inhibición 

lisosomal con pepstatina A y E64d y, además, reducía los niveles del receptor 

de autofagia p62, congruente con un incremento autofágico y mayor 

degradación de dicho sustrato (Colasanti et al., 2014). En nuestros modelos no 

observamos que se produjera, en el estriado, ninguna reducción en el 

marcador de flujo autofágico p62, como cabría esperar de un aumento en la 

vía autofágica. Además, tras el tratamiento con Baf.A1 esperaríamos un 

incremento de p62 en neuronas silvestres (derivado de prevenir su 
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degradación lisosomal) que tampoco alcanzamos a detectar. Sin embargo, los 

cambios en LC3-II y en la ratio LC3-II/LC3-I sí mostraban en cultivos primarios 

estriatales que el tratamiento funcionaba en todos los genotipos. Este hecho 

nos hizo pensar que quizás las neuronas estriatales tenían una mayor 

dependencia de otros receptores de autofagia, lo que explicaría que p62 no 

fuera lo suficientemente resolutivo o sensible a cambios en el proceso de 

autofagia en el estriado, ni siquiera en neuronas silvestres. Únicamente 

detectamos un sutil cambio en la expresión de p62 entre los modelos de αSyn 

ya que, en cultivo estriatal tras el tratamiento con Baf.A1, las neuronas 

parecían mostrar respuestas opuestas, y la diferencia entre modelos alcanzaba 

la significación estadística, pero no con respecto a neuronas silvestres. Cuando 

exploramos nuestros resultados transcriptómicos más allá de los 

enriquecimientos funcionales, en busca de cambios que explicaran o 

corroboraran esta inducción autofágica, detectamos que en el estriado la 

expresión de dos receptores de autofagia, NBR1 (Log2FoldChange: 

0.555118086; P-valor ajustado: 0.04001495) y TAX1BP1 (Log2FolgChange: 

0.680085443; P-valor ajustado: 0.00128243), estaba regulada al alza en el 

modelo Snca-/-, pero no la expresión de p62. Esto podría indicarnos que, a 

nivel transcriptómico, la inducción autofágica resultaba en o iba acompañada 

de un incremento en la expresión de estos receptores de autofagia. Según 

estos resultados, por tanto, para comprobar si la inducción se traducía en un 

incremento del flujo autofágico y una mayor degradación de sustratos, 

hubiera sido más resolutivo detectar los niveles proteínicos de NBR1 y 

TAX1BP1, en lugar de p62, ya que el proceso parecía ser más dependiente de 

dichos receptores. Cabe resaltar que, recientemente, se ha publicado un 

mecanismo por el cual TAX1BP1 es capaz de reclutar a Rb1cc1/FIP200, cuya 

expresión también encontramos incrementada, alrededor de sustratos 

autofágicos con NBR1, y promover así la formación local de autofagosomas en 
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un proceso independiente de LC3 (Ohnstad et al., 2020). Todo ello podría 

apuntar a que αSyn es necesaria para que el proceso de autofagia ocurra 

correctamente, puesto que su ausencia promueve una inducción de esta vía. 

Esta inducción podría darse como respuesta a una necesidad de degradación, 

bien por la presencia de componentes celulares dañados, bien porque el 

proceso autofágico sea subóptimo ante la falta de αSyn o ambos. En cualquier 

caso, esto explicaría que, a nivel transcriptómico, encontrásemos una 

regulación al alza de mecanismos alternativos del proceso autofágico, como el 

mencionado anteriormente para la formación de autofagosomas, de forma 

que se cumpla con las necesidades degradativas de la célula. 

 

Según lo expuesto al inicio de este apartado, el modelo SNCA-OVX también 

mostraba evidencias de inducción autofágica, incluyendo la regulación 

transcriptómica de Rb1cc1, pero no mostraba cambios en la expresión de los 

receptores NBR1 o TAX1BP1. Sin embargo, esta inducción podía ser el efecto, 

de nuevo, del fondo sin αSyn, atenuándose parcialmente al introducir el 

transgén SNCA. 

 

En cuanto a la respuesta autofágica de los modelos de αSyn en la substantia 

nigra pars compacta (SNc) o mesencéfalo ventral (vM), no detectamos ningún 

indicio de inducción autofágica, quizás debido a que las neuronas 

dopaminérgicas no mostraban esta respuesta a nivel de soma o a que no 

pudimos detectarla debido a los efectos dilutorios de zona en experimentos 

de Western blot de tejidos. Aunque no era estadísticamente significativo, sí nos 

llamó la atención que LC3-I y LC3-II, que no mostraban ningún cambio en el 

Western blot de vM a los 6 meses, parecían aumentados a los 12 meses en los 

dos modelos de αSyn, lo que podría indicar que la respuesta autofágica en vM 

era posterior a la estriatal. Por otro lado, cuando analizamos la presencia de 
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agregados de p62 en neuronas dopaminérgicas, el modelo SNCA-OVX 

presentaba un ligero incremento en este marcador, lo cual sería esperable 

puesto que Janezic y colaboradores reportan la presencia de oligómeros de 

αSyn (aunque no de agregados de tipo cuerpos de Lewy) desde edades muy 

tempranas en este animal (Janezic et al., 2013), los cuales serían detectados 

por el receptor de autofagia p62. Estos oligómeros no estarían presentes en 

individuos Snca-/-, por lo que esta diferencia entre modelos en el marcador 

p62 sería coherente con ello (Figura 49). Además, los acúmulos de p62 se 

encontraban a nivel del soma de las neuronas dopaminérgicas en la SNc 

específicamente, región en la que se habían reportado los oligómeros de αSyn 

(Bengoa-Vergniory et al., 2020). La falta de αSyn, por su parte, sólo generaba 

mayores niveles de fluorescencia de p62 a los 12 meses de edad, por lo que 

podría estar asociada al propio envejecimiento en estos animales. Por tanto, 

los incrementos tempranos de p62 en la SNc sí serían una alteración específica 

causada por la sobreexpresión de αSyn. 

 

Si bien el estriado y la SNc podían no tener la misma respuesta autofágica, sí 

detectamos que los cambios lisosomales a los 6 meses eran compartidos por 

ambas regiones, tanto ante la falta como ante la sobreexpresión de αSyn 

(Figura 49). Existen, como hemos visto en la introducción, pruebas de 

disfunción lisosomal ante mutaciones o exceso de αSyn, que llevan, a su vez, a 

más deposición de esta proteína. Sin embargo, en nuestro conocimiento, es la 

primera vez que se reporta un incremento de señal lisosomal ante la falta de 

αSyn. Detectamos este incremento tanto a nivel tisular, en el estriado y la SNc 

de animales de 6 meses, como en neuronas estriatales en cultivo embrionario. 

Nos planteamos que αSyn podía tener una relación directa con la homeostasis 

lisosomal, a nivel de biogénesis o dinámica. A priori, descartaríamos un fallo en 

la actividad lisosomal, puesto que en este caso el tratamiento de inhibición 
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lisosomal con Baf.A1 en las neuronas Snca-/- no hubiera tenido ningún efecto 

añadido sobre la cantidad de autofagosomas. Teniendo en cuenta la función 

descrita para αSyn en la dinámica vesicular y las membranas en el terminal 

presináptico, estas alteraciones podrían responder a un fallo en la regulación 

vesicular, quizás asociado a la pérdida de interacciones clave de αSyn con 

reguladores de membranas, como las GTPasas Rab o las proteínas del 

complejo SNARE. En línea con esto, hemos observado que la falta de αSyn 

genera cambios transcripcionales en genes relacionados con exosomas, tanto 

en el estriado como en el vM. Por otra parte, como veremos a continuación, 

los contactos mitocondriales también podrían estar jugando un papel en la 

respuesta autofágica y dinámica lisosomal. 

 

αSyn en la homeostasis y bioenergética mitocondriales 

El análisis del transcriptoma reveló una desregulación bioenergética de la vía 

nigroestriada en animales Snca-/- y, aunque en los análisis de enriquecimiento 

en GO terms no obtuvimos los mismos resultados en el modelo SNCA-OVX, 

los heatmaps parecían indicar que este modelo compartía las alteraciones 

mitocondriales de los animales Snca-/-, quizás a consecuencia del fondo sin 

αSyn (Figura 49). 

 

Ante una disfunción bioenergética como la que encontrábamos en el estriado 

de los animales Snca-/- a nivel transcripcional, cabría esperar una situación de 

crestas desestructuradas o reducidas (Baker et al., 2019); sin embargo, 

encontramos una situación completamente opuesta, y estas mitocondrias 

mostraban un incremento en la superficie de sus crestas (Figura 49). Por su 

parte, en el vM había un incremento de la expresión de genes de la CTE y, en 

este caso, no detectamos cambios en la morfología mitocondrial. Sí 

detectamos en términos cualitativos que, con independencia del genotipo, en 
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el vM se observaban más mitocondrias desestructuradas y con menos crestas 

que en el estriado. Estos hallazgos mitocondriales son de gran relevancia 

puesto que, como se ha comentado, se ha publicado que la disfunción del 

complejo I de la CTE es suficiente para generar una neurodegeneración 

progresiva similar a la observada en pacientes de EP, por lo que se ha vuelto a 

poner el foco en la disfunción bioenergética como mecanismo patológico 

central de esta enfermedad neurodegenerativa (González-Rodríguez et al., 

2021). En el caso de nuestros modelos, esta reducción se hallaba en el 

estriado, mientras que en el vM encontrábamos una activación transcripcional 

de componentes bioenergéticos. 

 

Se ha publicado que la falta de αSyn puede generar una disfunción 

bioenergética y cambios lipídicos mitocondriales (Ellis et al., 2005), y está 

descrito que confiere resistencia a la neurotoxina MPTP (Dauer et al., 2002), 

por lo que ya se han establecido vínculos directos entre la función fisiológica 

de αSyn y la CTE. De hecho, como se ha mencionado en la introducción, 

Ludtmann y colaboradores publicaron que αSyn ejerce un papel regulador 

sobre la ATP sintasa, y el déficit de las sinucleínas α, β y γ causa un 

desacoplamiento mitocondrial, con mayores niveles de respiración, pero 

menor potencial de membrana (Ludtmann et al., 2016). Por el contrario, 

posteriormente otro estudio afirmaba que el déficit de αSyn no produce 

ninguna alteración bioenergética en neuronas hipocampales o sinaptosomas 

murinos (Pathak et al., 2017). Los modelos y técnicas empleadas podrían estar 

jugando un papel en las diferencias entre estas publicaciones, así como con 

nuestros resultados. En nuestra experiencia, hemos observado que la falta de 

αSyn genera una desregulación en la expresión génica de complejos de la 

CTE y, por primera vez, detectamos que esta desregulación es dependiente de 

la región de estudio, pudiendo ello aportar información sobre mecanismos de 
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vulnerabilidad neuronal selectiva. Por otro lado, el incremento de crestas 

mitocondriales en el estriado podría ser un mecanismo compensatorio o el 

origen de esta regulación transcripcional ante el déficit de αSyn. Entre los 

genes mitocondriales diferencialmente expresados en el modelo Snca-/- 

encontramos algunos de los factores que gobiernan la morfología de las 

crestas: la ATP sintasa y MICOS13 (Baker et al., 2019). Estos, al igual que los 

componentes de la CTE, se encontraban regulados a la baja en el estriado y al 

alza en vM, lo cual nos llevó a pensar que la respuesta transcriptómica era a 

consecuencia de las anomalías morfológicas mitocondriales, y no a la inversa, 

de forma que la célula detecta este exceso de crestas y reduce la expresión de 

genes de la CTE para compensarlo. Sin embargo, no se podía determinar el 

orden de eventos con total certeza, y sería necesario ampliar el estudio de 

morfología mitocondrial para determinar si las mitocondrias mostraban, por 

ejemplo, alteraciones en procesos fusión o fisión. 

 

La regulación bioenergética es clave en la biología dopaminérgica, debido a 

sus elevados niveles de actividad y de estrés oxidativo. Como hemos visto, 

uno de los puntos de mayor demanda energética es el axón, y las neuronas 

dopaminérgicas presentan axones de gran longitud, altamente arborizados 

(existen estimaciones que sitúan la longitud total promedio de estos axones en 

humanos en 4.5 m), lo que añade otra capa de complejidad al cumplimiento 

de las necesidades bioenergéticas en estas neuronas (Bolam and Pissadaki, 

2012; Surmeier et al., 2017). Según la publicación de Abeliovich y 

colaboradores, en la que describían el modelo Snca-/-, estos animales 

muestran un aumento de la liberación de dopamina estriatal (Abeliovich et al., 

2000), lo cual sería congruente con nuestro incremento en la expresión de 

genes axonales y sinápticos en el estriado. Este nivel de actividad podría estar 

desencadenando, además, la regulación al alza de genes de la CTE que 
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observamos en el vM, para aumentar la producción de energía y mantener los 

niveles de neurotransmisión en los axones dopaminérgicos estriatales (Figura 

49). Por su parte, los eventos a nivel estriatal previamente mencionados 

podrían originarse bien por las propias alteraciones generadas por la ausencia 

de αSyn en las neuronas estriatales (como el incremento de contactos 

mitocondriales con lisosomas, como veremos a continuación), pero también 

condicionarse por las alteraciones axonales que incrementan la entrada 

dopaminérgica. Aunque no quedaban esclarecidas las relaciones causales 

entre los defectos mitocondriales encontrados, la falta de αSyn generaba 

cambios bioenergéticos en regiones clave de la EP que podrían poner en 

riesgo a las neuronas dopaminérgicas, debido a su dependencia energética y 

vulnerabilidad intrínsecas, y a las neuronas estriatales, que estaban sufriendo 

adaptaciones para lidiar con los defectos celulares, ya fueran transcriptómicas 

o morfológicas. 

 

αSyn en los contactos mitocondriales 

Las funciones mitocondriales y lisosomales están íntimamente ligadas: una 

disfunción mitocondrial es capaz de generar defectos lisosomales, incluyendo 

fallos de actividad y una morfología vacuolar (Demers-Lamarche et al., 2016; 

Fernandez-Mosquera et al., 2019). Las funciones de estos orgánulos son 

altamente dependientes de su morfología y dinámica, y los MCS entre ellos 

tienen un profundo impacto sobre esta dinámica. Hemos observado que las 

neuronas estriatales en cultivo sin αSyn, pero no las transgénicas, ven 

incrementados estos contactos, estableciendo de este modo el primer vínculo 

entre αSyn y los contactos entre la mitocondria y los lisosomas (Figura 49). Del 

mismo modo, Kim y colaboradores reportan, en neuronas derivadas de un 

paciente de EP con mutaciones en el gen GBA, que codifica la 

glucocerebrosidasa (GCasa), que la reducción de la actividad de esta enzima 
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lisosomal genera fallos en el desacoplamiento entre la mitocondria y el 

lisosoma, por lo que, al igual que ante el déficit de αSyn, estos contactos se 

ven incrementados, así como su duración. Observan que esto se traduce, 

además, en una reducción de la distribución axonal de las mitocondrias, de su 

consumo de oxígeno y de la producción de ATP (Kim et al., 2021). Existen 

evidencias de cambios en estos MCS como causa subyacente de otras 

patologías, donde la mitocondria y los lisosomas también tienen un 

protagonismo fisiopatológico, como es la neuropatía de Charcot-Marie-Tooth. 

En este caso, la pérdida de función de la proteína mitocondrial de anclaje de 

estos contactos, GDAP1, es capaz de generar defectos en la red mitocondrial y 

en la morfología lisosomal y, además, ralentizar el proceso de autofagia, al 

perderse interacciones necesarias para la biogénesis de autofagosomas desde 

las MAM, donde también reside GDAP1 (Cantarero et al., 2020) (ANEXO). 

Curiosamente, αSyn ha sido localizada, al igual que GDAP1, en los contactos 

mitocondria-RE o MAM (Guardia-Laguarta et al., 2014), y hemos observado 

que la falta de αSyn reduce significativamente los niveles proteínicos de esta 

proteína mitocondrial de anclaje. En un análisis exhaustivo de la relación entre 

αSyn y las MAM, Calì y colaboradores determinaron que el efecto sobre los 

propios contactos y la transferencia de calcio que se da en ellos era 

dependiente, no solo de la dosis de αSyn, sino también de su distribución. Al 

superar cierta cantidad de αSyn, esta se agregaba generando focos celulares, 

y su efecto era equivalente al silenciamiento de αSyn: se reducían la 

transferencia de calcio y los contactos entre la mitocondria y el RE. Además, 

los fallos en la liberación de calcio iban acompañados de una inducción del 

proceso de autofagia, incrementándose la ratio LC3II/LC3I y reduciéndose el 

p62 cuando los niveles de αSyn generaban más focos o cuando se silenciaba 

(Calì et al., 2012). Por otro lado, también se ha publicado que la actividad del 

complejo I de la CTE es necesaria para la autofagia máxima, ya que su 
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inhibición limita esta vía al impedir un incremento de lípidos específicos de las 

MAM (Thomas et al., 2018), lugar de formación de autofagosomas (Hamasaki 

et al., 2013). Contextualizando nuestros resultados en estos estudios existiría, 

por tanto, la posibilidad de que el incremento autofágico que detectamos a 

nivel estriatal tuviera su origen en una disfunción de las MAM ante la falta de 

αSyn, como ya se ha reportado en otros modelos, mientras que las propias 

alteraciones mitocondriales y lisosomales podrían proceder, al menos en 

parte, de cambios en los contactos entre ellos que condicionaran su dinámica 

y funcionamiento.  

 

Los MCS mitocondriales son un área de estudio relativamente nueva pero 

central en las enfermedades neurodegenerativas, ya que constituyen 

plataformas donde confluyen muchas de las alteraciones celulares reportadas 

en estas patologías. Aunque no hemos determinado si αSyn se encuentra 

directamente en los contactos entre mitocondrias y lisosomas, sí sabemos que 

su ausencia los altera, así como la biología de ambos orgánulos. Por otra 

parte, aunque tradicionalmente no se asocia la falta de αSyn con la EP, tal 

como demostró el estudio de Calì y colaboradores, un cierto nivel de 

agregación de αSyn puede tener un solapamiento patológico con el déficit de 

αSyn, por secuestrar a la proteína en estructuras insolubles, idea que se 

desarrollará en el último apartado de esta discusión. 
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Figuraa 49.. Alteracioness fisiopatológicass tempranass enn ell estriadoo yy laa SNcc dee loss modeloss dee αSynn 
aa loss 66 mesess dee edad.. Ambos modelos comparten total o parcialmente alteraciones en el 
proceso de autofagia, defectos lisosomales y defectos mitocondriales. También presentan 
alteraciones específicas, especialmente en la neurotransmisión, y asociadas a la presencia de 
oligómeros de αSyn en el caso del modelo SNCA-OVX. CTE: cadena de transporte de electrones. 
MCS: sitios de contacto de membranas. RE: retículo endoplasmático. SNc: substantia nigra pars 
compacta. STR: estriado. Imagen creada con BioRender.
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CAPÍTULO III. 
αSYN EN LAS RESPUESTAS INMUNES 

 

Cuando quisimos evaluar alteraciones neuroinflamatorias en nuestros 

modelos, lo hicimos con el fin de determinar en qué grado los defectos 

observados podían causar daños neuronales o activación de células del 

sistema inmune. También como forma indirecta de determinar si existía alguna 

respuesta iniciada en el estriado que, posteriormente, se extendiera a la SNc 

en modelo SNCA-OVX. De nuevo, en el Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), 

nos encontramos inesperadamente con que la ausencia de αSyn generaba, en 

el estriado de animales de 6 meses, respuestas inmunes innatas, 

concretamente de la microglía, pero también respuestas inmunes adquiridas, 

con incrementos en la expresión de genes clave para la diferenciación de 

linfocitos T colaboradores (CD4+). Detectamos, además, genes regulados al 

alza relacionados con la ruta de NF-κB y, aunque no alcanzaba la significación 

estadística en individuos Snca-/-, los resultados del análisis de fosforilaciones 

por Western blot parecían mostrar una tendencia hacia dicha activación. 

Curiosamente, en individuos SNCA-OVX sí detectamos la activación 

significativa de la ruta de NF-κB y, en ambos modelos, la activación de la ruta 

MAPK de ERK1/2. Sin embargo, estas activaciones de rutas de señalización, en 

el caso de la ausencia de αSyn, no procedían de una respuesta 

proinflamatoria, puesto que los datos transcriptómicos apoyaban la presencia 

de linfocitos CD4+ de tipo Th2 y la producción de IL-4 que, según lo descrito 

en la literatura y tal como comprobamos, reducían los fenotipos microgliales 

proinflamatorios (M1), tanto en el estriado como en la SNc. Argumentamos, 

por ello, que la activación de la ruta de NF-κB estaría relacionada con la 

inducción de genes de diferenciación de linfocitos Th2, como el factor de 

transcripción GATA-3. En el caso del modelo SNCA-OVX, aunque no 
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encontramos enriquecimientos significativos relacionados con 

neuroinflamación en el GSEA, quizás por la mayor variabilidad entre animales, 

sí detectamos activaciones de NF-κB y ERK1/2 en el análisis de sus rutas por 

Western blot. Estas activaciones podrían estar relacionadas con la respuesta 

microglial ante oligómeros de αSyn, ya que encontramos un incremento de la 

microglía M1 con respecto a individuos Snca-/-. Sin embargo, estos 

incrementos no alcanzaban niveles patológicos de microglía neurotóxica; 

únicamente en el estriado detectamos una tendencia a niveles superiores en 

comparación a los animales silvestres. 

 

El papel fisiológico de αSyn en la inmunidad es un campo de investigación 

todavía en expansión y, aunque con resultados contradictorios, se ha 

demostrado que αSyn es importante para modular las respuestas inmunes. La 

relevancia del papel de αSyn en inmunidad radica en que podría estar 

mediando una respuesta inmune en el tracto gastrointestinal, ya que se han 

observado incrementos de expresión y acúmulos de αSyn en el sistema 

nervioso entérico de pacientes con infección por norovirus, donde actuaría 

como activadora y quimioatrayente de células inmunes (Stolzenberg et al., 

2017; Barbut et al., 2019); en línea con estos resultados, se ha visto que la falta 

de αSyn causa susceptibilidad a las infecciones de ciertos virus, al perderse 

estas activaciones (Beatman et al., 2015; Tomlinson et al., 2017). Estos 

mecanismos podrían tener un impacto sobre la etiología de la EP, ya que el 

incremento de la expresión de αSyn ante infecciones intestinales podría 

desencadenar su agregación secuencial y alcanzar el sistema nervioso central. 

Coincidiendo con los estudios mencionados, Alam y colaboradores asignan a 

αSyn una función de alarmina (DAMP) necesaria para el reclutamiento de 

macrófagos o células dendríticas y la aparición de fenotipos proinflamatorios, 

como linfocitos CD4+ Th1 y microglía M1, mientras que su ausencia reducía las 
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respuestas inflamatorias (Oppenheim, 2020; Alam et al., 2022). Estos estudios 

explicarían el incremento de microglía M1 que observábamos en animales 

SNCA-OVX respecto a animales Snca-/-, puesto que la introducción del 

transgén de αSyn humana promovería la aparición de fenotipos neurotóxicos, 

mientras la ausencia de αSyn los reduciría. Sin embargo, también existen 

estudios que afirman lo contrario, y defienden que el déficit de αSyn 

promueve la aparición de fenotipos microgliales reactivos, citoquinas 

proinflamatorias, como TNF-α, y prostaglandinas (Austin et al., 2006, 2011). 

 

Teniendo todo esto en cuenta, nuestros resultados apoyarían que αSyn es 

necesaria para la activación de ciertas respuestas neuroinflamatorias, puesto 

que su ausencia modula dichas respuestas, promoviendo la aparición de 

linfocitos colaboradores de tipo Th2 y reduciendo la aparición de microglía 

neurotóxica. Por su parte, la introducción de αSyn humana a través del 

transgén que contiene el modelo SNCA-OVX es suficiente para incrementar la 

microglía M1 sobre los niveles del modelo knockout, aunque no alcanza 

niveles patológicos. 

 

IMPLICACIONES FINALES 
 

αSyn en la vulnerabilidad neuronal selectiva y la axonopatía 

La proteína αSyn surgió en vertebrados, por lo que sabemos que su aparición 

evolutiva y su elevada expresión a nivel de sistema nervioso podrían 

responder a necesidades o funciones superiores de las neuronas. αSyn tiene 

un papel íntimamente ligado a la dinámica vesicular y de membranas, ya que 

puede asociarse con membranas de gran curvatura (es decir, vesículas de 

pequeño tamaño) y con MCS como las MAM (gracias a su afinidad por las 

balsas lipídicas); además, es capaz de interaccionar con proteínas clave en 
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estos procesos, como las proteínas SNARE y las GTPasas Rab. Como hemos 

visto en los resultados de esta tesis, αSyn juega un papel esencial en la 

homeostasis mitocondrial, lisosomal y en el proceso de autofagia, quizás a 

través de su papel en los contactos mitocondriales, o a través de interacciones 

clave de dinámica de membranas (ya sea con las propias vesículas o con 

proteínas reguladoras). La única función descrita para esta proteína es la 

regulación de los reservorios vesiculares durante la exocitosis de 

neurotransmisores. No sería descartable que αSyn modulara otras funciones 

celulares que implicaran la formación de vesículas y que incluso sirviera, 

quizás, como vínculo entre la neurotransmisión y las necesidades degradativas 

o energéticas de la neurona. Existen, por ejemplo, muchas proteínas 

implicadas en neurotransmisión que también participan en el inicio del 

proceso autofágico en el axón: la endofilina A, relacionada con endocitosis y 

exocitosis de vesículas sinápticas, también regula la formación del 

autofagosoma al reclutar a la proteína de autofagia ATG3; la proteína 

Bassoon, localizaba en la zona activa del terminal sináptico, puede secuestrar 

a ATG5 y regular la autofagia en el axón; y la sinaptojanina, implicada en EP 

(Tabla 1), se ha relacionado con el proceso de autofagia en la unión 

neuromuscular en Drosophila melanogaster (Hill and Colón-Ramos, 2020). Al 

igual que la ausencia de αSyn genera en el modelo Snca-/- un incremento en 

la liberación de dopamina (Abeliovich et al., 2000), podría causar el mismo 

efecto a nivel autofágico, incrementando la formación de autofagosomas por 

la falta de su regulación, o bien desencadenarse como respuesta a un 

incremento de la actividad sináptica, que genere más desechos que necesiten 

eliminarse. 

 

Sabemos que la ausencia de αSyn no causa grandes defectos fenotípicos ni 

reduce la viabilidad de los modelos animales; tampoco es necesaria para el 
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correcto desarrollo del terminal presináptico. Argumentamos, por ello, que 

sería necesaria para estas funciones superiores de optimización en la 

regulación vesicular y en los contactos membranosos, de forma que su 

ausencia hace que estos procesos se entorpezcan o no estén lo 

suficientemente coordinados. 

 

Las neuronas estriatales no mueren en la EP, sino que sufren cambios 

adaptativos derivados de la pérdida de entrada dopaminérgica, reduciendo 

sus espinas dendríticas y remodelando sus conexiones corticoestriatales 

(Villalba and Smith, 2018). En nuestros resultados, hemos visto también que 

son capaces de desencadenar respuestas para adaptarse a los defectos 

bioenergéticos causados por el déficit de αSyn, por ejemplo. En el caso de las 

neuronas dopaminérgicas, la pérdida de función o la agregación de αSyn 

puede suponer un desafío en la regulación de membranas, hasta el punto de 

suponer una amenaza real a su homeostasis y actividad, ya que son mucho 

más dependientes del correcto funcionamiento y distribución mitocondriales, 

tienen mucho más estrés oxidativo a nivel basal, y cualquier vesícula u 

orgánulo debe viajar largas distancias desde el axón hasta el soma para 

degradarse, por ejemplo. Por estas particularidades, su margen de adaptación 

ante fallos de este tipo puede ser menor, ya que sus mecanismos 

bioenergéticos y degradativos están ya tensionados per se. Si αSyn estuviera 

ejerciendo este tipo de funciones superiores, sería fácil pensar que las 

neuronas dopaminérgicas estarían entre los tipos neuronales más vulnerables 

del sistema nervioso central y dependientes de la acción de αSyn. 

 

Por otro lado, hemos visto que la mayoría de los cambios que hemos 

encontrado ante la falta o la sobreexpresión de αSyn han sido a los 6 meses 

de edad, mientras que a los 12 meses encontrábamos menos alteraciones. Sin 
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embargo, en el análisis por Western blot de marcadores autofágicos en tejidos, 

LC3-I y LC3-II parecían incrementarse a los 12 meses en el vM, en un 

comportamiento similar al observado para estos mismos marcadores en los 

estriados de 6 meses. Los mismo ocurría en el análisis por Western blot del 

marcador lisosomal LAMP1: si a los 6 meses el estriado era el tejido que 

mostraba un patrón de incremento en los modelos, a los 12 meses parecía ser 

el vM. Aunque sería necesario corroborarlas más en profundidad, ya que no 

alcanzaban la significación estadística, estas observaciones podrían indicarnos 

que los primeros cambios ante la falta o el exceso de αSyn ocurrirían en el 

estriado, en los terminales presinápticos, donde se encuentra esta proteína 

mayoritariamente, y se traducirían en respuestas a nivel local tanto axonales 

como de las neuronas receptoras estriatales. A los 12 meses, en cambio, 

podríamos estar viendo las consecuencias ante la falta o exceso de αSyn en el 

soma de la neurona dopaminérgica. 

 

Enfermedad de Parkinson asociada a αSyn: ¿ganancia de función 

tóxica, pérdida de función o ambas? 

Clásicamente, cuando se habla del papel de αSyn en la EP se aborda desde 

un punto de vista fisiopatológico, asignándole una ganancia de función tóxica 

cuando el gen está multiplicado o presenta mutaciones patológicas. Los 

modelos de déficit de αSyn, por el contrario, siempre han estado asociados a 

fenotipos leves y a la ausencia de grandes defectos celulares, atrayendo poco 

o nada de atención en la investigación de la EP. Sin embargo, desde hace 

unos años está comenzando a debatirse la posibilidad de que la EP tenga un 

componente de pérdida de función de αSyn, ya que la agregación de αSyn 

supondría una reducción de la disponibilidad de la proteína en su estado 

nativo y soluble. También puede suponer, además, una modificación de sus 

interacciones con membranas y otras proteínas, por lo que, en realidad, 
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además de una ganancia de función tóxica por agregación, estaríamos 

atendiendo a una situación de pérdida de función. Para abordar esta cuestión, 

Burré y colaboradores ya publicaron un estudio de mutagénesis en el que 

clasificaban distintas formas de αSyn (formas truncadas, con mutaciones 

patológicas y con sustituciones de prolinas) según su efecto sobre la función 

fisiológica y patogenicidad (Burré et al., 2012). Aunque concluyen que las 

secuencias requeridas para la función y para los efectos patológicos son 

independientes, y que la agregación de αSyn correlaciona con su 

neurotoxicidad, observan que una reducción de >75 % de la unión a 

membranas de αSyn se traduce en una pérdida de su función como 

chaperona de los complejos SNARE (umbral que podría alcanzarse con ciertos 

niveles de agregación, por ejemplo). De hecho, en este mismo artículo 

debaten las dos posibilidades: que los agregados en sí mismos sean 

neurotóxicos o que la agregación desprovea a la neurona de sinucleínas 

causando una pérdida de función indirecta. Descartan esta posibilidad 

argumentando la falta de patología y de muerte neuronal en los modelos sin 

las sinucleínas α, β y γ; sin embargo, sí reportan que estos animales presentan 

alteraciones motoras y un incremento de muerte prematura respecto a 

individuos control (Burré et al., 2010). En nuestros resultados, la ausencia 

simple de αSyn ya es suficiente para causar una reducción en la coordinación 

motora desde edades tempranas, la cual se ha reportado en otros estudios 

(Pelkonen and Yavich, 2011). 

 

Entre 2012 y 2018, el grupo de Fredric Manfredsson publicó varios trabajos en 

los que debatía la posibilidad de que la pérdida de función de αSyn fuera un 

contribuyente a la muerte neuronal en la EP (Kanaan and Manfredsson, 2012; 

Benskey et al., 2016; Collier et al., 2016); incluso, reportó una pérdida de 

neuronas dopaminérgicas y neuroinflamación ante el silenciamiento de αSyn 
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en neuronas de la SNc de ratas (Benskey et al., 2018), aunque otros estudios 

no han obtenido los mismos resultados (Zharikov et al., 2019). En otro trabajo 

realizado con dos modelos murinos sin αSyn concluyen que αSyn influye en el 

número de neuronas dopaminérgicas de la SNc, ya que ambos modelos 

presentan una reducción de estas neuronas desde estadios embrionarios 

(Garcia-Reitboeck et al., 2013). Estos resultados ponen más de manifiesto la 

importancia de αSyn a nivel fisiológico en la biología de las neuronas 

dopaminérgicas. 

 

La idea de que en realidad hay un componente de pérdida de función 

también se sostiene en ciertos hallazgos en pacientes: se ha publicado que 

existe una reducción de biomarcadores de alzhéimer, como Aβ1-42, Tau total 

o Tau fosforilada, y la propia αSyn en el líquido cefalorraquídeo de pacientes 

de EP (Kang et al., 2013; Irwin et al., 2020) y, además, muchos ensayos clínicos 

de tratamientos dirigidos a eliminar o reducir los niveles de αSyn han fallado o 

incluso empeorado las funciones motoras de los pacientes (Espay, 2022), lo 

cual está llevando a que surjan nuevas teorías y se revise la proteinopatía 

como dogma en la EP (Espay et al., 2019) (Figura 50). 

 

Como hemos visto en este trabajo, el déficit de αSyn genera defectos en 

muchas de las rutas fisiopatológicas clave de la EP (Figura 49), por lo que su 

falta no resulta tan inocua como se había reportado. De hecho, cuando 

analizamos los enriquecimientos de los datos transcriptómicos obtuvimos, 

tanto en el estriado como en el vM Snca-/-, un enriquecimiento en rutas KEGG 

de las principales enfermedades neurodegenerativas, como EP, enfermedad 

de Alzheimer y enfermedad de Huntington. 
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Figuraa 50.. Esquemaa simplificadoo dell modeloo dee proteinopeniaa propuestoo porr Espayy yy 
colaboradores..  La progresión de la enfermedad avanzaría en paralelo a una pérdida de función 
de la proteína, al secuestrarse en formas insolubles. En estadios avanzados, la función de la 
proteína se perdería por completo y la presencia de agregados de gran magnitud causaría, 
además, la ganancia de función tóxica. Imagen creada con BioRender.

Teniendo en cuenta nuestros resultados y la bibliografía anteriormente 

expuesta, argumentamos que el déficit de αSyn, derivado de su secuestro en 

formas insolubles, sería necesario, pero no suficiente, para causar la muerte de 

las neuronas dopaminérgicas en la EP. A los defectos descritos en este trabajo, 

asociados a la falta de αSyn, se les sumaría la presencia de agregados de 

αSyn, los cuales colapsarían en mayor medida los procesos que ya estarían 

desplazados de su estado homeostático. Como se ha expuesto en la 

introducción, aparte de αSyn, los cuerpos de Lewy están formados por 

orgánulos, como mitocondrias y lisosomas, vesículas y proteínas sinápticas, 

por lo que nos podrían estar informando de todo aquello que “arrastra” αSyn 

quizás al dejar de ser funcional y agregarse. En vista de los resultados 

obtenidos, proponemos que existe un componente de pérdida de función, 

que se ve agravado al superar cierto nivel de agregación de la proteína. Estos 

resultados tendrían un impacto en las estrategias terapéuticas puesto que, 

para restablecer completamente la homeostasis en las neuronas 
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dopaminérgicas, sería necesario evitar la agregación de αSyn en lugar de 

simplemente eliminarla o “limpiarla”, de forma que se restaurara la 

disponibilidad de αSyn soluble. 

 

En esta tesis se ha pretendido abordar la problemática celular de la EP desde 

otros puntos de vista, que han ido desde la posibilidad de una contribución 

patológica originada por una depleción de αSyn funcional, hasta la evaluación 

de las neuronas estriatales como forma indirecta de valorar disfunciones 

axonales dopaminérgicas en el estriado. Muchos de los resultados obtenidos 

en este trabajo han abierto nuevas cuestiones, pero, sobre todo, ponen de 

manifiesto que es necesario seguir sumando esfuerzos en la investigación 

sobre la función de αSyn, ya que comprender dicha función es crucial para 

entender la fisiopatología de la EP. Por nuestra parte, hemos iniciado un 

estudio completo de microscopía electrónica de los modelos empleados en 

este trabajo, en el cual se analicen en mayor profundidad los resultados 

preliminares descritos aquí, así como un estudio lipidómico que concrete las 

consecuencias en la configuración de membranas y vesículas ante la falta de 

αSyn. Por otra parte, en este trabajo hemos observado diferencias en las 

respuestas celulares en el estriado y la SNc, llegando a ser opuestas a nivel 

bioenergético, ante la ausencia de αSyn. Estos resultados también abren 

nuevas vías de estudio de la EP, ya que las respuestas estriatales pueden 

aportar pistas acerca de mecanismos de adaptación neuronal de los que 

quizás carecen las neuronas dopaminérgicas, ya sea ante la falta como ante el 

exceso de αSyn. A través de sus respuestas, además, el estriado puede actuar 

como región de alarma ante cambios sinápticos dopaminérgicos, por lo que 

resultaría útil para identificar la disfunción dopaminérgica antes de que sea 

irreversible y, por tanto, para prevenir la neurodegeneración. 
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1. Los modelos murinos de ausencia y sobreexpresión de αSyn 

presentan defectos motores específicos: mientras el déficit afecta a la 

coordinación motora desde los tres meses de edad, la sobreexpresión 

provoca una reducción de la longitud de zancada, causando cambios 

en la marcha. 

 

2. Se ha identificado un efecto de dosis de αSyn sobre el 

funcionamiento de la vía autofágica-lisosomal en tejido cerebral: 

2.1. Los modelos de déficit y sobreexpresión de αSyn presentan una 

inducción autofágica en tejido y neuronas primarias derivados del 

estriado. 

2.2. Los animales SNCA-OVX exhiben un aumento específico del 

receptor de autofagia p62 en las neuronas dopaminérgicas de la SNc, 

pero no en las poblaciones neuronales adyacentes, congruente con 

una mayor sensibilidad dopaminérgica ante desajustes en el proceso 

autofágico. 

2.3. La ausencia de αSyn genera un incremento de la señal lisosomal 

en tejidos y cultivos estriatales, así como en la SNc; la sobreexpresión 

genera este incremento de forma condicionada experimentalmente. 

 

3. La dosis correcta de αSyn es necesaria para el mantenimiento de la 

homeostasis mitocondrial y de su relación con los lisosomas:  

3.1. La ausencia de αSyn causa alteraciones morfológicas en las 

mitocondrias del estriado, generando un incremento de crestas 

mitocondriales. Estas alteraciones van acompañadas de cambios 

transcripcionales en genes mitocondriales de la vía nigroestriada, con 

una regulación a la baja de componentes bioenergéticos en el 

estriado y una regulación al alza en el tejido mesencefálico. El modelo 
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de sobreexpresión muestra un fenotipo transcripcional atenuado en 

comparación al modelo Snca-/- y ausencia de cambios morfológicos 

mitocondriales. 

3.2. Las neuronas estriatales en cultivo deficientes en αSyn presentan 

más contactos entre las mitocondrias y los lisosomas. Este incremento 

podría afectar a funciones específicas de estos contactos y de su 

estructura molecular, como sugiere la reducción de los niveles de la 

proteína de anclaje de estos contactos, GDAP1. 

 

4. La proteína αSyn modula respuestas inmunes a nivel cerebral: 

4.1. Los modelos de ausencia y sobreexpresión activan, en el estriado, 

rutas de señalización relevantes para las respuestas inmunes, como la 

ruta de MAPK ERK y la ruta de NF-κB. El déficit de αSyn, además, 

generar cambios transcripcionales asociados con estas respuestas. 

4.2. αSyn es necesaria para la inducción de microglía neurotóxica, ya 

que su ausencia reduce la aparición de este fenotipo, mientras que la 

sobreexpresión del transgén humano incrementa sus niveles sobre el 

fondo knockout. 

 

5. Las respuestas estriatales pueden aportar información sobre los 

mecanismos de vulnerabilidad neuronal selectiva y sobre las 

respuestas tempranas ante cambios axonales dopaminérgicos. 
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