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1.- RESUMEN 

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida de neuronas en 

regiones específicas del cerebro, lo que afecta directamente a varias funciones controladas por el 

sistema nervioso. Debido a que la esperanza de vida ha aumentado a nivel mundial y a que el 
envejecimiento se relaciona directamente con la aparición de este tipo de enfermedades, el 

comprender mejor la aparición, el desarrollo y el desenlace de estas patologías se ha vuelto un 

objetivo clave. 

Entre las enfermedades neurodegenerativas más comunes está la enfermedad de 

Parkinson, ocupando el segundo lugar sólo después de la enfermedad de Alzheimer. Por lo anterior, 

la enfermedad de Parkinson es considerado un problema de salud muy importante en términos de 

discapacidad y mortalidad a nivel mundial. La principal característica de la enfermedad de Parkinson 

es la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta. Debido a la muerte 

de este tipo de neuronas, la enfermedad provoca no sólo defectos motores como temblor en reposo, 

rigidez, bradicinesia, sino también síntomas no motores como depresión, deterioro de la memoria, 

déficit olfativo, estreñimiento, trastornos cardíacos y del sueño. 

A nivel molecular, la enfermedad de Parkinson es una patología multifactorial. Sin embargo, 

la causa más común de la enfermedad es el mal funcionamiento del sistema de ubiquitinación y su 
interacción con el proteosoma. Adicionalmente, la formación y acumulación de agregados proteicos, 

así como estrés oxidativo y desregulación de la expresión génica, han sido asociados a la 

enfermedad. Por otro lado, se sabe qué, durante la enfermedad de Parkinson, las proteínas sinfilina-

1 y α-sinucleína, juegan un papel fundamental en la formación de cuerpos de Lewy cuya acumulación 

es una de las características principales para el desarrollo posterior de la enfermedad.  

A pesar de que actualmente la enfermedad de Parkinson no tiene cura, se ha observado que 

existe una clara correlación positiva entre el consumo de tabaco y una menor incidencia o un atraso 

en la aparición de la enfermedad. Además, la nicotina es un agonista colinérgico y es el principal 

compuesto psicoactivo del tabaco (Nicotiana tabacum), por lo qué es la responsable de la adicción 

a los productos derivados del tabaco. Interesantemente, algunos estudios in vivo e in vitro han 
demostrado que existe un efecto benéfico de la nicotina tanto en modelos esporádicos como 

genéticos de la enfermedad de Parkinson. 

En este trabajo, se evaluó el efecto protector de la nicotina en un modelo de Drosophila 

melanogaster para la enfermedad de Parkinson, donde se expresó la sinfilina-1 en neuronas 

dopaminérgicas usando el sistema UAS-GAL4. Se observó que la nicotina tiene un efecto moderado 
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sobre la sobrevivencia de las neuronas dopaminérgicas que se hace más evidente a medida que las 

moscas envejecen. La nicotina es benéfica para la sobrevivencia y la motilidad de las moscas, 

aumentando los niveles de la tirosina hidroxilasa y dopamina, sugiriendo que los agonistas 
colinérgicos pueden promover la sobrevivencia y la función metabólica de las neuronas 

dopaminérgicas que expresan sinfilína-1. Las moscas que expresan esta proteína son un buen 

modelo para el estudio de fenotipos de inicio temprano como la pérdida del olfato, uno de los 

principales síntomas no motores relacionados con la enfermedad de Parkinson. Por otro lado, los 

datos sugieren que la nicotina es una molécula con propiedades terapéuticas interesantes que 

deberían explorarse en futuras investigaciones sobre los moduladores fenotípicos de la enfermedad 

y para el desarrollo de nuevos tratamientos. 
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2.- ABSTRACT 

Neurodegenerative diseases are characterized by the loss of neurons in specific brain 

regions, that directly affects several nervous system-controlled functions. Due to the fact that life 

expectancy and aging are both increasing worldwide and the later one is positively correlated with 
the appearance of degenerating diseases; a better understanding about the onset, development and 

outcome of these pathologies is becoming critical. 

Among the most common neurodegenerative diseases, Parkinson's disease occupies the 
second place only after Alzheimer’s one. In addition, Parkinson’s disease is increasing as one of the 

main health problems in terms of disability and mortality worldwide. The main characteristic of 

Parkinson’s disease is the loss of dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta. Due 

to the death of this kind of neurons, Parkinson’s disease causes not only motor defects including 

tremor at rest, rigidity, bradykinesia, but also non-motor symptoms, such as, depression, memory 

impairment, olfactory deficits, constipation, heart, and sleep disorders. 

Parkinson’s disease is a multifactorial pathology. At the molecular level, the most 

conspicuous cause of this disease, is the malfunction of the ubiquitination system and its interaction 

with the proteasome. Additionally, inflammatory processes, mitochondrial dysfunctions, misfolding of 

proteins and accumulation of them (protein aggregates), oxidative stress and deregulation of gene 
expression, have been associated to Parkinson’s disease. 

Synphilin-1 is a protein that interacts with α-Synuclein, it is known that both proteins have a 

role in the development of the pathology of Parkinson's disease and the formation of Lewy bodies. 
Actually, Parkinson ́s disease has no cure. However, it has been observed that there is a positive 

correlation between tobacco consumption and a lower incidence of Parkinson's disease onset. 

Nicotine is a substance found in common tobacco (Nicotiana tabacum). Nicotine is a cholinergic 

agonist, and it is the principal psychoactive compound in tobacco linked to cigarette addiction. In vivo 

and in vitro studies have shown that there is a beneficial effect of nicotine in sporadic and genetic 

models of the Parkinson´s disease.  

In this work we evaluated nicotine’s protective effect in a Drosophila melanogaster model for 

Parkinson’s disease in which Synphilin-1 is expressed specifically in dopaminergic neurons. I found 

that nicotine has a moderate protective effect on dopaminergic neuron survival that becomes more 

evident as flies age. Nicotine is beneficial on fly survival and motility increasing tyrosine hydroxylase 
and dopamine levels, suggesting that cholinergic agonists may promote survival and metabolic 

function of the dopaminergic neurons that express Synphilin-1. The Synphilin-1 expressing fly is a 



 

 

 15 

good model for the study of early-onset phenotypes such as olfaction loss one of the main non-motor 

symptoms related to Parkinson’s disease. The data suggest that nicotine is an interesting therapeutic 

molecule which properties should be explored in future research regarding the phenotypic modulators 
of the disease and for the development of new treatments. 
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3.- INTRODUCCIÓN 

 
El aumento en la esperanza de vida a nivel mundial ha ocasionado la aparición de diferentes 

enfermedades relacionadas con el envejecimiento de la población. Muchas de ellas han tomado 
importancia en los últimos años debido al impacto social y la pérdida en la calidad de vida que 

ocasionan en aquellas personas afectadas y sus familias. Algunas de estas patologías son las 

llamadas enfermedades neurodegenerativas, que se caracterizan por la pérdida o desregulación 

neuronal en distintas regiones del cerebro, provocando defectos en funciones como la movilidad, 

equilibrio, aprendizaje, habla y memoria (Brookmeyer et al., 1998; Winner et al., 2011).  

 
 
Estas enfermedades están directamente relacionadas con el envejecimiento y la edad 

avanzada, siendo así éstos los factores de riesgo más importantes en el desarrollo de estas 
patologías. Además se ha observado una relación entre la presencia de agregados proteicos 

anormales y la aparición de estas enfermedades (Pollanen et al., 1993). Adicionalmente, representan 

una de las principales amenazas para la salud humana por lo que en los últimos años, los estudios 

para el entendimiento de la aparición y progresión de estas patologías han aumentado (Gitler et al., 

2017). Esto relacionado además a que año con año la población anciana va aumentando, siendo así 

un importante foco de interés para el sector salud de muchos países. 

 
 
Los trastornos neurodegenerativos más comunes se producen por una mala regulación en 

la función y plegamiento proteico como las amiloidosis, tauopatías y sinucleinopatías. Las 

conformaciones proteicas anormales y su distribución celular constituyen la principal característica 

histopatológica esencial para realizar un diagnóstico específico de cada enfermedad (Dugger & 

Dickson, 2017).  El identificar y comprender los mecanismos que desencadenan la dinámica de estas 

alteraciones proteicas y su relación con la aparición y progresión de estas neuropatologías, continúa 

siendo uno de los principales campos de estudio a nivel mundial. 

 
 
La enfermedad de Alzheimer es el desorden neurodegenerativo más común, constituye 

aproximadamente dos tercios de los casos de demencia en general (del 42 al 81 por ciento de todas 

las demencias). Se caracteriza por una pérdida progresiva de neuronas colinérgicas particularmente 

en la corteza cerebral y en el hipocampo, promoviendo así una reducción en la síntesis de 

acetilcolina, ocasionando problemas principalmente en la memoria y en varios procesos cognitivos 

(Nussbaum & Ellis, 2003). Por su parte, la enfermedad de Parkinson representa la segunda 

enfermedad neurodegenerativa más común, caracterizándose principalmente por problemas en la 
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coordinación motriz derivado de la disminución del número de neuronas dopaminérgicas de la 

sustancia nigra (de Lau & Breteler, 2006). Ambas patologías representan dos de las principales 

enfermedades de las que se han realizado un gran número de investigaciones, identificando así 
múltiples factores de riesgo tanto genéticos como ambientales para su desarrollo. A pesar de esto, 

aún siguen sin entenderse muchos de los procesos moleculares y celulares que desencadenan la 

aparición de estas patologías y, sobre todo, sigue sin identificarse una cura, por lo que estas 

enfermedades continúan siendo progresivas y mortales.  

 
 
3.1 La enfermedad de Parkinson. 
 
 
La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez en el año de 1817 por James 

Parkinson, quien la definió como una “parálisis agitante”, es decir un movimiento trémulo involuntario, 

con reducción en la potencia muscular en ciertas partes del cuerpo, en la acción e incluso en el 

soporte; con tendencia a doblar el tronco hacia adelante y lentitud para pasar de caminar a correr; 

en donde los sentidos y el intelecto parecían ilesos (Parkinson, 1817). 

 
 
Actualmente, se define como una enfermedad neurodegenerativa y progresiva del sistema 

nervioso central, que patológicamente se caracteriza por una degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas en una región del mesencéfalo llamada sustancia nigra pars compacta. Durante su 

desarrollo, aparecen agregados proteicos intracelulares denominados cuerpos de Lewy en las 
neuronas dopaminérgicas residuales y se ha visto una ligera mejoría en los síntomas motores al 

administrar L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina) (de Lau & Breteler, 2006; Gazewood et al., 2013). 

 

Se estima que a nivel mundial, la EP afecta aproximadamente a 8-18 de cada 100 000 

habitantes aunque se cree que estos números están subestimados, afectando aproximadamente al 

1% de la población mayor de 60 años y al 4% de la población mayor de 80 (Twelves et al., 2003; de 

Lau & Breteler, 2006; Gazewood et al., 2013;). El pico de incidencia de la EP ocurre entre los 60 y 

69 años de edad y solo entre el 4 y 7% de los casos comienza antes de los 40 años, en cuyo caso 

se define como Parkinson juvenil (de Lau & Breteler, 2006) (Fig. 1). Por otro lado, un estudio en 

población francesa mostró que es más prevalente en hombres que en mujeres, con relaciones de 
incidencia de 3.7:1.7 (Gillies et al., 2014; Elbaz et al., 2016) (Fig. 2). Esta enfermedad ocasiona 

problemas en la habilidad motora, desencadenando síntomas como temblor en reposo, rigidez, 

bradicinesia (de Lau & Breteler, 2006) y otros síntomas no motores tales como depresión, deterioro 
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de la memoria, déficits olfativos, estreñimiento y desordenes del sueño, solo por citar los más 

importantes (Poewe, 2008). 

  
 
 
Fig. 1.- Incidencia de la enfermedad 
de Parkinson en ciudades de 
distintos países. Se puede observar 
cómo existe una tendencia de mayor 
incidencia de esta patología en 
personas mayores de 60 años.  Italia 
(morado) probablemente es uno de los 
países con mayor incidencia debido su 
alta esperanza de vida y a que en este 
país se han identificado mutaciones de 
genes asociados al desarrollo de la 
enfermedad. Por otro lado, países 
asiáticos como China tienen una 
incidencia baja que se ha relacionado a 
su dieta y su consumo abundante de 
antioxidantes presentes en los 
alimentos (de Lau & Breteler, 2006). 

 

 

 

 

Fig. 2.- Incidencia de la enfermedad de Parkinson en la población francesa. En la gráfica se pueden observar los resultados de 

un estudio en donde se determinó que existe una mayor prevalencia de la EP en hombres que en mujeres, se cree que puede existir 

una neuroprotección mediada por los estrógenos y genes relacionados al cromosoma X lo que disminuiría la incidencia en mujeres, 

aunque no se sabe a ciencia cierta la razón. Otros estudios apuntan al estilo de vida de los hombres y a la exposición a factores 

ambientales  como pesticidas, metales pesados, trauma cefálico, etc. (Elbaz et al., 2016). 
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La diagnosis de la EP se basa principalmente en síntomas clínicos. Cuando la cantidad de 

dopamina disponible se reduce, la comunicación con los ganglios basales disminuye, lo que resulta 

en una falta de control del movimiento voluntario (Dunn & Lewis, 2008). El criterio actual de diagnosis 
de parkinsonismo requiere la presencia de por lo menos dos de los síntomas característicos de la 

enfermedad: temblor en reposo, bradicinesia, rigidez o pérdida de la postura. Clínicamente la mejor 

diagnosis requiere de estudios postmortem en donde se ha observado que existe cerca de un 80% 

de reducción en el número de neuronas dopaminérgicas en pacientes afectados con la enfermedad 

(de Lau & Breteler, 2006).  

 

Cabe recordar que la dopamina se 

sintetiza a partir de la tirosina hidroxilasa 
(th), esta enzima cataliza el primer paso 

entre la oxidación de L-tirosina a L-DOPA, 

siendo este un paso limitante en la vía de 

síntesis de Dopamina, posteriormente la L-

DOPA se convierte a dopamina por medio 

de la Dopa descarboxilasa (ddc) (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

Fig. 3.- Síntesis de dopamina. A partir de L-Tirosina se 
produce L-DOPA por medio de la enzima Tirosina 
Hidroxilasa, por último, la L-DOPA se convierte a 
dopamina por medio de la Dopa descarboxilasa. 

 
 

 

3.2 La nicotina como tratamiento para combatir la sintomatología y el 
progreso de la enfermedad de Parkinson 

 

En la actualidad sólo existen tratamientos enfocados principalmente a tratar la sintomatología 

motora, aunque ninguno de ellos detiene el proceso de degeneración neuronal de la EP (Dexter & 

Jenner, 2013). Uno de los tratamientos más comunes, es la administración de L-DOPA, molécula 
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involucrada en la síntesis de catecolaminas que posteriormente es convertida a dopamina por acción 

de la enzima L- DOPA descarboxilasa; esta comúnmente se mezcla con carbidopa, que es un 

inhibidor de la L-DOPA descarboxilasa ya que en su ausencia la L-DOPA se descarboxila antes de 
atravesar la barrera hematoencefálica. Se utiliza L-DOPA y no dopamina ya que esta última no tiene 

la habilidad para penetrar la barrera hematoencefálica. Desafortunadamente el tratamiento con L-

DOPA causa eventualmente genera tolerancia, por lo que su eficacia disminuye con el tiempo, 

permitiendo el progreso de la enfermedad y el agravamiento de los síntomas de la EP. Aún con estas 

limitaciones continua siendo el tratamiento más utilizado (Florán-Garduño & Rangel-Barajas, 2005).  

 

Debido a que no existe un tratamiento definitivo, diferentes investigaciones han apuntado a 

nuevas moléculas como posibles agentes terapéuticos contra la EP y una de éstas es la nicotina, un 

alcaloide psicoactivo presente en el tabaco. En algunos estudios se ha observado que el consumo 

de tabaco parece reducir a la mitad el riesgo de padecer la enfermedad (Hernán et al., 2002; Quik et 

al., 2008). La nicotina también reduce algunos aspectos fenotípicos de la enfermedad, como los 

problemas motrices, aunque no se ha relacionado directamente con un efecto protector contra la 

muerte de neuronas dopaminérgicas, por lo que los mecanismos moleculares por los que la nicotina 

confiere esta protección aún se desconocen (Srinivasan et al., 2014). De esta manera, la nicotina 

actúa como agonista de la acetilcolina directamente sobre los receptores acetilnicotínicos de tipo 

nicotínico (nAChRs); promoviendo así la excitación neuronal y probablemente evitando el daño 

propio de la enfermedad, lo que hace a estos receptores un blanco interesante para el estudio de la 

neuropatología de la EP. 

 

3.3 El papel de la serotonina en el desarrollo de la enfermedad de 
Parkinson. 

 

Uno de los principales neurotransmisores que se ha visto involucrado en el desarrollo de la 

EP y la aparición de algunos síntomas relacionados a esta enfermedad es la serotonina. La 

serotonina es una molécula que se produce en las neuronas serotoninérgicas a partir del triptófano, 

cuya enzima limitante es la triptófano hidroxilasa (trh) (Fig. 4). Se sabe que la serotonina está 
relacionada con desordenes que pueden alterar el neurodesarrollo (Carvajal-Oliveros & Campusano, 

2021). También está involucrada en procesos como locomoción, alimentación, ciclo circadiano, 

agresión y regulación del sueño. Algunos de estos procesos también se encuentran alterados en la 

EP y ya han sido evaluados en modelos de mosca (Kasture et al., 2018; Bacqué-cazenave et al., 

2020). 
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Fig. 4.- Sinapsis serotoninérgica. La serotonina se sintetiza a partir del aminoácido triptófano. El primer paso es la hidroxilación del 
triptófano realizada por triptófano hidroxilasa (TPH), la enzima limitante de este proceso. La dopamina descarboxilasa (DDC) cataliza 
el paso final. Los transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT) transportan la serotonina desde el citosol a las vesículas. Una 
vez despolarizada la neurona, las vesículas liberan serotonina que puede unirse y activar receptores específicos en la misma neurona 
(presináptica) o en otras neuronas (postsináptica). El transportador de serotonina (SERT) vuelve a introducir la serotonina al citosol 
de la neurona presináptica, para que se pueda usar nuevamente como neurotransmisor o ser degradada por la monoamina oxidasa 
A (MAO-A) (Carvajal-Oliveros & Campusano, 2021) 

 

 

En estudios post-mortem se ha observado que existe una reducción en la inervación 

serotoninérgica hacia el estriado, y que inclusive existe también una reducción significativa de la 

cantidad de serotonina presente en algunas áreas del cerebro como el hipotálamo y la corteza frontal, 

aunque esto no se ha relacionado directamente con la aparición de síntomas motores (Fox et al., 

2009). 
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Estudios in vivo han demostrado la pérdida de marcadores serotoninérgicos en el curso de 

la EP, lo que indica que el sistema serotoninérgico se ve afectado por la patología de esta 

enfermedad, esto relacionado también a que se ha observado la formación de CL en neuronas del 
núcleo de Rafé, que son principalmente serotoninérgicas. Esta reducción en la inervación 

serotoninérgica se ha logrado identificar por medio de tomografías de emisión de positrones, lo que 

ha proporcionado una fuerte evidencia de la participación del sistema serotoninérgico en la 

fisiopatología subyacente al desarrollo de síntomas y complicaciones motoras como los temblores y 

los no motores como la depresión, fatiga, pérdida de peso y alucinaciones visuales (Fig. 5) (Politis 

& Niccolini, 2015). 

Fig. 5.- imágenes de tomografías por emisión de positrones fusionadas con resonancia magnética que muestran la inervación 
serotoninérgica. Marcando al transportador de serotonina, se muestra la inervación serotoninérgica (rojo) normal de un paciente 
sano (izquierda) comparada con la inervación serotoninérgica de un paciente con EP avanzado de 16 años después del diagnóstico. 
Se puede observar como existe una evidente reducción de la inervación serotoninérgica a nivel de los ganglios basales dorsales 
(Politis & Niccolini, 2015). 
 

 

 

3.4 Causas genéticas de la enfermedad de Parkinson 
 
A ciencia cierta no se conoce una causa específica para la aparición de la EP. Se sabe que 

se debe a una combinación de factores ambientales y genéticos, volviéndola así una enfermedad 

multifactorial (Elbaz et al., 2016). Cerca del 10-15 % de los casos de la enfermedad se deben a 
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factores genéticos hereditarios, aunque existen otros estudios que sugieren que el fenotipo de cerca 

del 60% de los casos de Parkinson idiopático se debe a factores genéticos (Hamza & Payami, 2010). 

En este aspecto se han identificado mutaciones en al menos 15 genes asociadas al desarrollo de la 
enfermedad (Verstraeten et al., 2015) (Tabla 1). 

 
Tabla 1. Genes asociados a la aparición del fenotipo Parkinsoniano (Verstraeten et al., 2015). 

 
Gen Proteína Forma hereditaria Fenotipo clínico 

SNCA Sinucleína Autosómica dominante Inicio temprano/Inicio tardío  

PARK Parkina Autosómica recesiva  Inicio temprano 

DJ1 Deglicasa-1 Autosómica recesiva Inicio temprano 

LRRK2 Cinasa 2 con repeticiones ricas 

en leucina 

Autosómica dominante Inicio tardío 

PINK1 Cinasa 1 inducida por PTEN Autosómica recesiva  Inicio temprano 

ATP13A2  ATPasa transportadora de 

cationes 13A2 

Autosómica recesiva Parkinson Juvenil 

FBXO7 Proteína F-Box 7 Autosómica recesiva  Parkinson Juvenil 

PLA2G6 Fosfolipasa A2 del grupo 6 Autosómica recesiva Parkinson Juvenil  

VPS35 Proteína asociada a la 

clasificación de proteínas 

vacuolares 

Autosomal dominante Inicio tardío 

EIF4G1 Factor de iniciación de traducción 

eucariota 4 Gamma 1 

Autosómica dominante Inicio tardío 

DNAJC6 Proteína C6 de choque térmico Autosómica recesiva Parkinson Juvenil 

ATP6AP2 Proteína 2 accesoria de 
transporte de la ATPasa H+ 

Ligado al cromosoma X Parkinson Juvenil/Inicio 
temprano 

COQ2 Polipreniltransferasa Autosómica recesiva Inicio tardío 

SYNJ1 Sinaptojanina 1 Autosómica recesiva Parkinson Juvenil 

DNAJC13 Proteína C13 de choque térmico Autosómica dominante Inicio tardío  

 

 Muchos de estos genes están relacionados con la aparición de agregados o proteínas mal 
plegadas, de las cuales, se tiene evidencia de que promueven y aumentan la neurodegeneración. 

Se sabe que muchas de las proteínas codificadas por estos genes promueven formas oligoméricas 

que resultan tóxicas para la neurona, promoviendo así un mal funcionamiento metabólico de la 

célula, su posterior muerte y la consecuente reducción del neurotransmisor dopamina disponible en 

el cerebro (Eyal et al., 2006; Stefanis, 2012). Existe un debate acerca de si la acumulación de estas 

formas oligoméricas en agregados pudiese ser una forma en que la célula trata de inhibir su 

toxicidad, promoviendo la citoprotección (Wakabayashi et al., 2007), aunque también es cierto que 
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la presencia de estos agregados continua siendo una de las características patológicas mas 

comunes de la enfermedad. 

 
 

3.5 Cuerpos de Lewy 
 
 
Los cuerpos de Lewy (CL) son la principal marca histológica de la EP. Están ampliamente 

distribuidos en el sistema nervioso central, incluyendo al hipotálamo, al núcleo basal de Meynert, a 
la sustancia nigra, al locus cerúleo, al núcleo del Rafé y a la médula espinal entre otros (Wakabayashi 

et al., 2007). Estos fueron descritos a principios del siglo XX por Fritz Jacob Heinrich Lewy, quien las 

describió como cuerpos extraños que se encontraban en el cerebro de pacientes afectados con la 

“parálisis agitante” (Engelhardt & Gomes, 2017). 

 

 

Actualmente se sabe que los CL son agregados eosinofílicos presentes en el citoplasma de 
neuronas del sistema nervioso humano, con un tamaño que va desde los 5 a 25 μm de diámetro 

(Fig. 6). No estan relacionados exclusivamente a la EP, ya que también se han encontrado en otras 

enfermedades como Alzheimer, demencia por cuerpos de Lewy, enfermedad de Pick entre otras 

(Pollanen et al., 1993; Kalia et al., 2013). 

 

 
 

Fig. 6.- Cuerpos de Lewy presentes en pacientes de la enfermedad de Parkinson. A) Cuerpo de Lewy en neuronas de la sustancia 
nigra teñido con tinción de hematoxilina-eosina. B) Cuerpo de Lewy presente en la corteza cerebral. C) Cuerpo de Lewy en la sustancia 
nigra marcado con anticuerpo contra α-sinucleína (Wakabayashi et al., 2007). 
 
 

Entre los principales componentes de los CL se encuentran proteínas como ubiquitina, 

tirosina hidroxilasa, αβ- cristalina, citocromo C, dorfina, tubulina, tau y sinaptofisina (Pollanen et al., 

1993). Se sabe que el principal componente de estos cuerpos es la α-sinucleína, proteína con 
múltiples conformaciones e interacciones y de la cual se han identificado modificaciones asociadas 

con la forma autosómica dominante de la EP, estas son las mutaciones A53T, A30P, E46K y 
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triplicaciones del gen (Stefanis, 2012). Estas mutaciones están relacionados con una estructura 

anormal de la proteína y una acumulación que exacerba la toxicidad y promueve la degeneración de 

las neuronas dopaminérgicas (Paleologou & El-Agnaf, 2012; Wan & Chung, 2012). Es importante 
mencionar que los componentes moleculares involucrados en la generación de cuerpos de Lewy no 

han sido totalmente dilucidados, aunque muchas investigaciones apuntan a un mal funcionamiento 

de la ruta ubiquitina-proteosoma (Pollanen et al., 1993).  

 
3.6 Sinfilina y su papel en la enfermedad de Parkinson 

 

Una de las interacciones más importantes de la α-sinucleína se da principalmente con la 

proteína sinfilina (Sph) o SNCAIP (Synuclein Interacting Protein), una proteína citoplasmática de 919 

aa presente en las terminales presinápticas y de la cual no se conoce del todo su función. Sin 

embargo, se sabe que es uno de los principales componentes de los CL, por lo que se asocia con la 

aparición de enfermedades neurodegenerativas (Engelender et al., 1999; Ribeiro et al., 2002).  Esta 
proteína posee al menos 8 isoformas que se generan a partir del gen SNCAIP, se sabe que algunas 

de estas isoformas generan proteínas truncas en el extremo C-terminal, las cuales pueden estar 

involucradas con la aparición de neuropatías promoviendo su acumulación y la formación de CL 

(Humbert et al., 2007; Szargel et al., 2008). 

 

Otra de las características de Sph es que posee repeticiones de tipo anquirina y motivos de 

helice superenrollados, los cuales sugieren funciones de interacción proteína-proteína. Se ha 

observado que Sph es capaz de interactuar con α-sinucleína, parkina, cinasa 2 con repeticiones ricas 

en leucina, otras ubiquitin ligasas, subunidades y reguladores del proteosoma, los cuales están 

implicados en la patogénesis de la EP asociadas con la agregación de proteínas (Ribeiro et al., 

2002).  

 

Se ha identificado una mutacion de la proteína Sph asociada con la aparición de la EP. Esta 

mutación consiste en un cambio de aminoacido (R621C), identificado en casos esporádicos de la 

enfermedad. Este cambio en la estructura proteica, parece incrementar su capacidad de agregación, 

lo que incrementa el número de cuerpos proteícos anormales dentro de la células, pudiendo ser así 

una de las causas por las que se promueva la muerte neuronal (Marx et al., 2003). 
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Es importante mencionar que se desconocen muchas cosas acerca de la Sph, incluyendo 

su función o los procesos molecular en los que participa, por lo que representa un blanco interesante 

estudio. Algunos estudios relacionados con la sobreexpresión de Sph en circuitos serotoninérgicos 
y dopaminérgicos de D. melanogaster, indican que esta proteína también puede estar relacionada 

con la homeostasis energética, ya que al expresarla en las neuronas de estos circuitos, se observá 

un incremento en el peso de las moscas, así como en el nivel de triacilglicerol, y el tamaño de los 

adipocitos, aumentando la acumulación de lípidos, por lo que muy probablemente también esté 

relacionada con obesidad y síndromes metabólicos (Liu et al., 2012). 
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4.- ANTECEDENTES. 

Varios estudios muestran que la nicotina reduce los efectos de algunas neurotoxinas que 

dañan específicamente a las neuronas dopaminérgicas de la región mesencefálica, tales como la 

hidroxidopamina (6-OHDA) (Quik, O’Neill, et al., 2007; Perez et al., 2012). Por otro lado, se ha 

observado que existe una protección contra el daño nigroestriatal cuando se administra nicotina en 

modelos parkinsonianos ocasionados por la administración de MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6 

tetrahidropiridina), sustancia que produce daño exclusivamente en neuronas dopaminérgicas de la 
sustancia nigra en mono, ratón y humano (Quik et al., 2015). Se piensa que la protección es mediada 

por varias poblaciones de nAChRs que contienen las subunidades β2 y α7 (Quik et al., 2012).  

Adicional a esto, el hallazgo de que las subunidades β2 y α7 de los nAChRs están en las áreas del 

estriado y otras regiones del cerebro implicadas en el movimiento, es lo que sugiere que estás 

subunidades de los receptores pueden contribuir en los efectos neuroprotectores de la nicotina (Quik, 

Bordia, et al., 2007; Zhang et al., 2015) (Tabla 2).   

 

Por otro lado, los compuestos del humo de cigarrillo como la nicotina y la hidroquinona 
inhiben la formación de fibrillas de α-sinucleína y su mutante A53T in vitro, de manera dependiente 

de la concentración, siendo la nicotina la más eficaz inhibiendo la formación de éstas (Hong, et. al. 

2009). Ésto sugiere que podría inhibir directamente la formación de agregados proteícos, como por 

ejemplo los CL o los formados por Sph.  

 

La nicotina también previene la activación de vías relacionadas con el estrés oxidativo en 

modelos de rata, específicamente en el retículo endoplásmico, recuperarando el funcionamiento 

correcto de la célula al detener la traducción de proteínas o aumentando la síntesis de chaperonas 

o en caso contrario promover la apoptosis disminuyendo la expresión y translocación de proteínas 

relacionadas con este sistema como CHOP, XBP1 y ATF6 entre otras, disminuyendo así la presencia 

de proteínas mal plegadas y promoviendo una protección a las neuronas dopaminérgicas (Srinivasan 

et al., 2016).  
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 Tabla 2. Modelos animales en los cuales se ha probado nicotina. 

 

En modelos similares a los que se emplean en nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado 

que la nicotina también confiere una protección teniendo efectos sobre la sobrevivencia, así como 

una mejoría en los síntomas motores. Esto se observó en un modelo de Drosophila melanogaster 

Modelo animal Inductor de daño 
en la zona 

nigroestriatal 

Vía de 
administración  

Efectos de la nicotina 

 

Rata 

 

 

 

 

6-OHDA 

 

Inyección 
intranigral  

(1 mg/Kg)  

 

Aumento en la cantidad de dopamina 
en el estriado y la sustancia nigra 
(Costa et al., 2001). 

 

 

Metanfetamina  

 

 

En el agua de 
beber 

(10–75 µg/ml) 

 

Aumento en subunidades a4b2 de los 
nAChRs (Vieira-Brock et al., 2015) 

 

 

 

Monos 

 

MPTP 

 

En el agua de 
beber 

(50 -650 µg/ml) 

 

Aumento en la liberación de dopamina 
y expresión de nAChRs (Perez et al., 
2012). 

 

 

Ratón  

 

MPTP 

 

En el agua de 
beber. 

(200 μg/ ml) 

 

Disminución de la neurodegeneración y 
de las moléculas involucradas en vías 
de inflamación (Nicholatos et al., 2018). 

 

 

Paraquat 

 

En el agua de 
beber. 

(25-400 μg/ ml) 

 

Disminución en muerte de neuronas 
dopaminérgicas en sustancia nigra, así 
como del transportador de dopamina 
en el estriado (Khwaja et al., 2007). 
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deficiente de parkina, una E3 ubiquitin-ligasa, involucrada con el desarrollo de Parkinson juvenil. En 

este trabajo Chambers y colaboradores generaron una mosca mutante para parkina, cuya 

sobrevivencia per se, se ve disminuida con respecto a la mosca control w1118. Estas moscas fueron 
alimentadas con diferentes concentraciones de nicotina (1.05, 2.11, 3.16 o 4.21 µg/ml de nicotina en 

la comida). Posteriormente se determinó el tiempo medio de vida y se observó que la nicotina 

promovía un aumento en la esperanza de vida de las moscas, siendo la concentración de 3.16 µg/ml 

de nicotina en la comida la que resulto más benéfica para las moscas;  caso contrario y llamativo 

resulto el observar el efecto de la nicotina en aquellas moscas que no tienen predisposición genética 

para la degeneración de neuronas dopaminérgicas, en las que los tratamientos de nicotina resultaron 

perjudiciales para las moscas, reduciendo su esperanza de vida (Fig. 7) (Chambers et al., 2013). 

 

Por otro lado, se determinó la capacidad de geotaxis negativa, que es una conducta que 

revela la coordinación motriz, al medir el escalamiento y movimiento en moscas. Se observó que la 
presencia de nicotina en la comida reducía la pérdida de la locomoción en las moscas 

parkinsonianas, adicionalmente se observó una reducción en la locomoción en las moscas control 

(Fig. 8) (Chambers et al., 2013). 
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Fig. 7.-Sobrevivencia de moscas con mutación en el gen 
park. El tratamiento con nicotina aumenta la esperanza de 
vida en moscas con la mutación de parkina, mientras que en 
las moscas control este tratamiento resulta perjudicial. A) 
Sobrevivencia de las moscas mutantes park en comparación 
con las moscas silvestres. B) Sobrevivencia de las moscas 
park en distintas concentraciones de hemisulfato de nicotina. 
C) Sobrevivencia de las moscas control en distintas 
concentraciones de hemisulfato de nicotina (Chambers et al., 
2013). 

 

Fig. 8.- Movilidad de moscas con mutación en el gen park. 
El tratamiento con nicotina previene los déficits locomotores 
en las moscas con la mutación de parkina. En las moscas 
control este efecto se pierde para el día 20. A) Movilidad de 
las moscas mutantes park en comparación con las moscas 
silvestres. B) Movilidad de las moscas park en distintas 
concentraciones de hemisulfato de nicotina. C) Movilidad de 
las moscas control en distintas concentraciones de 
hemisulfato de nicotina (Chambers et al., 2013). 

 

 



 

 

 31 

Después de analizar estos datos, resulta interesante determinar cuál sería el efecto de tratar 

con nicotina al modelo de expresión de Sph en las neuronas dopaminérgicas y si este tratamiento 

también podría reducir los fenotipos parkinsonianos ocasionados por la expresión de esta proteína, 
así como localizar que blancos moleculares que se ven afectados por la nicotina usando a Drosophila 

melanogaster.  

 

Como antecedente del efecto de la expresión de Sph en modelos animales, sabemos por 

datos previos del laboratorio que la expresión de Sph en neuronas dopaminérgicas usando el 

promotor de la tirosina hidroxilasa (th), promueve un efecto neurotóxico, reduciendo la sobrevivencia, 

el movimiento y el número de neuronas dopaminérgicas (Fig. 9) (Hernández-Vargas et al., 2011), 

por lo que es un modelo ideal para evaluar el efecto de la nicotina en un fenotipo parkinsoniano.  

 

 

Fig. 9.- La expresión de sinfilina en moscas promueve la muerte de neuronas dopaminérgicas. La disminución de neuronas 
dopaminérgicas al expresar Sph bajo el promotor de la th hidroxilasa promueve la aparición de distintos fenotipos relacionados con la 
enfermedad de Parkinson, como la pérdida de la sobrevivencia y la movilidad relacionadas a la disminución del número de neuronas 
dopaminérgicas. A) Cerebro de una mosca control de 30 días de edad. B) Cerebro de una mosca de 30 días de edad que expresa 
Sph bajo el promotor de la th. En verde se observa la GFP cuya expresión se encuentra bajo el promotor de la th, marcador de las 
neuronas dopaminérgicas. 
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5.- JUSTIFICACIÓN. 

En el laboratorio del Dr. Enrique Alejandro Reynaud Garza, del Instituto de Biotecnología de 

la UNAM, se ha investigado ampliamente la relación entre la proteína sinfilina-1 y los mecanismos 

involucrados en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Esto se ha logrado gracias a la 
generación de líneas transgénicas de Drosophila melanogaster capaces de expresar esta proteína 

en distintos circuitos neuronales (Hernández-Vargas et al., 2011). 

 

Dado que aún no se comprenden del todo las causas que promueven la aparición de la 

enfermedad, encontrar una cura es sumamente complicado, de tal manera que los pacientes 

afectados solo reciben un tratamiento paliativo con el cual solo se retrasan los síntomas relacionados 

con ella buscando minimizar el impacto que reciben en su vida cotidiana. Cabe señalar que muchos 

de estos tratamientos eventualmente generan tolerancia, lo que eventualmente disminuye su 

efectividad con el paso del tiempo, de manera que la EP es progresiva y mortal (de Lau & Breteler, 

2006). Por estas razones es muy importante identificar los mecanismos moleculares involucrados en 

la aparición de la enfermedad usando modelos experimentales, ya que esta información nos permitirá 
identificar blancos moleculares para el desarrollo de posibles drogas o tratamientos que inhiban los 

mecanismos patológicos de la EP. 

 

El tener un modelo de neurodegeneración dopaminérgica sencillo y rápido, nos permite 

evaluar diferentes drogas que permitan retrasar o inhibir el daño ocasionado por la presencia de una 

proteína, por lo que en este trabajo se propone usar a Drosophila melanogaster para evaluar el efecto 

que tiene la nicotina. Es importante mencionar que no existe una justificación médica para consumir 

nicotina, ya que es una droga que causa una fuerte adicción y puede tener efectos secundarios 

graves en el sistema cardiovascular. No obstante es importante estudiar y comprender el efecto 

neuroprotector que confiere para encontrar blancos terapéutico, así como  moléculas que lleven a 
cabo una función similar sin las desventajas que representa el uso de la nicotina (Srinivasan et al., 

2016).   
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6.- HIPÓTESIS. 

La nicotina mejora el funcionamiento neuronal en presencia del daño ocasionado por la 

expresión de sinfilina-1, mejorando el metabolismo dopaminérgico y reduciendo los fenotipos 

parkinsonianos.  

7.- OBJETIVO GENERAL.   

Determinar el efecto de la nicotina sobre diferentes fenotipos asociados a la enfermedad de 

Parkinson, usando como modelo de estudio la expresión de sinfilina-1 humana en el sistema 

dopaminérgico de Drosophila melanogaster. 

8.- OBJETIVOS PARTICULARES. 

1) Determinar el efecto de la nicotina sobre la sobrevivencia de Drosophila. melanogaster 

con neurodegeneración dopaminérgica ocasionada por la expresión de sinfilina-1. 

 
2) Analizar el efecto de la nicotina sobre fenotipos relacionados a la enfermedad de 

Parkinson en Drosophila. melanogaster que expresan sinfilina-1 en neuronas 

dopaminérgicas  

 

3) Determinar algunas de las causas moleculares que intervienen en la protección que 

confiere la nicotina contra los fenotipos parkinsonianos.  

 

4) Determinar cuál es el efecto de la nicotina cuando se administra temprana o tardíamente 
en las moscas afectadas por la expresión de sinfilina-1. 

 

5) Determinar si existe algún otro circuito neuronal relacionado con la afectación que 

promueve la expresión de sinfilina-1 y si a su vez se encuentra involucrado en la 

protección que confiere la nicotina.  
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9.- METODOLOGÍA. 
 
Material biológico 
 
 

Todos los experimentos en esta tesis fueron realizados con machos de Drosophila 

melanogaster en etapa adulta. Las moscas fueron alimentadas con comida de maíz con levadura y 

mantenidas en una incubadora a 25ºC con periodos de 12 horas de luz por 12 de oscuridad, con 

cambios a comida fresca cada 4 días. La expresión de la proteína Sph-1 humana se logró con ayuda 

del sistema UAS-GAL4. En este sistema, se utiliza el promotor de un gen endógeno para dirigir la 

expresión de GAL4. En este caso, se utilizó el promotor de la th para el circuito dopaminérgico debido 
a que es la enzima limitante en la síntesis de dopamina, el promotor de la triptófano hidroxilasa (trh) 

para el circuito serotoninérgico, enzima limitante en la síntesis de serotonina y el promotor de la dopa 

descarboxilasa (ddc) para ambos circuitos y cuya función enzimática es transformar L-DOPA y 5-

Hidroxitriptofáno en dopamina y serotonina respectivamente, posteriormente el factor transcripcional 

GAL4 reconoce la secuencia UAS promoviendo así la expresión del gen de interés específicamente 

en la región donde se expresa el gen endógeno.   

 
 

Para la determinación del efecto de la nicotina en las moscas que expresan Sph-1 en las 

neuronas dopaminérgicas, se usaron moscas de las líneas UAS-GFP: th-GAL4 y w1118 que fueron 

obtenidas del banco de Drosophila de Bloomington de la Universidad de Indiana en Estados Unidos. 

(http://flystocks.bio.indiana.edu/). Para evaluar el efecto de la expresión de Sph-1 en el circuito 

serotoninérgico se usaron las líneas de moscas +; trh-GAL4 y +; ddc-GAL4 y para el dopaminérgico 

en esta sección de este trabajo se usó +; th-GAL4, obtenidas del mismo banco. La línea UAS-Sph 

fue generada previamente en el laboratorio del Dr. Reynaud. Esta línea expresa la isoforma larga de 

la proteína Sph-1 (919 aa) (Hernández-Vargas et al., 2011). 
 

 
En ambos casos se realizaron cruzas genéticas a partir de las líneas GAL4 y UAS para 

obtener los distintos genotipos experimentales:  

 

• UAS-GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+  

• UAS-Sph/+; th-GAL4/+ 

• UAS-Sph/+; trh-GAL4/+ 

• UAS-Sph/+; ddc-GAL4/+  
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Para la primera sección de esta tesis el control fue el genotipo UAS-GFP/+; th-GAL4/+ a 

partir de la cruza de la línea UAS-GFP; th-GAL4 con el fondo genético w1118. En la segunda sección 

el control fue obtenido de la cruza de la línea UAS-Sph con el fondo genético w1118 dando como 
resultado el genotipo UAS-Sph/+; +. 

 

Tratamiento con nicotina 

 

Para determinar el efecto de la nicotina sobre la neurodegeneración dopaminérgica, se 

suplementó la comida de levadura-maíz con la concentración requerida de esta sustancia. Las 
moscas fueron transferidas a viales con comida suplementada con nicotina. Las moscas eran 

transferidas a viales con comida fresca cada 4 días durante la duración de los experimentos. Se 

realizaron experimentos preliminares de dosis respuesta usando tres concentraciones de nicotina 

base (12, 24, y 48 µM), estas concentraciones son equivalentes a las utilizadas en los experimentos 

de Chambers et. al. (Chambers et al., 2013). Todos los experimentos posteriores fueron realizados 

usando la concentración de 24 µM de nicotina después de determinar que era la óptima.  

 

Expectativa de vida 

 

Grupos de 20 moscas macho post-eclosionadas de 1 día de edad, fueron colocadas en 

comida con o sin nicotina (grupo control y experimental respectivamente). Los animales fueron 

transferidos a viales con comida fresca cada 4 días, momentos en los cuales se determinaba el total 

de moscas muertas, atrapadas en la comida o que se escaparan al momento de transferirlas a un 

nuevo vial para determinar solamente las muertes derivadas por el efecto de la nicotina (n=100 por 
cada grupo). La determinación de la sobrevivencia se realizó a 25 °C bajo periodos de 12/12 h 

luz/oscuridad. Los parámetros analizados fueron la expectativa total de vida (cuando ya no hay mas 

moscas vivas) y la vida media (cuando el 50% de moscas ha muerto).  

 

 

En el caso del tratamiento interrumpido de nicotina (pre y post-nicotina), los experimentos se 

iniciaron con un grupo de 200 individuos por condición. Posteriormente, en el día 60 (vida media) se 
separaron en dos grupos independientes y se colocaron en su nuevo tratamiento, es decir, a comida 

con nicotina o a comida normal según correspondiera. En estos grupos se continuó evaluando el 

número de moscas muertas hasta que no quedaran moscas sobrevivientes. 
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Ensayos de movilidad 

 
Los ensayos de geotaxis negativa se realizaron según lo reportado por Ali (Ali et al., 2011). 

En la primera parte de esta tesis, los experimentos de movilidad se realizaron cada 5 días durante 

60 días en todos los grupos. En la segunda parte de la tesis se realizaron en los días 1 y 40. Se 

colocaron grupos de 10 moscas en cada vial marcado con una línea que marcaba 5 cm de altura, 

estas fueron forzadas a ir al fondo dándole 3 golpes suaves. En todo momento se video grabó el 
ensayo para posteriormente cuantificar el número de moscas que fue capaz de pasar la línea de 5 

cm en un periodo de 10 segundos. Se realizaron 10 repeticiones con las mismas poblaciones con 

periodos de reposo de un minuto entre cada repetición.   

 

 

La actividad espontánea fue cuantificada usando el Drosophila Activity Monitor (TriKinetics) 

(Pfeiffenberger et al., 2010). Catorce moscas de cada genotipo, edad y tratamiento fueron colocadas 

en el instrumento en dónde se les dió un periodo de adaptación de 24 horas. Posteriormente se 
analizaron los datos de la actividad registrada los 3 días siguientes. Esto se realizó en periodos de 

12/12 h luz/oscuridad. Las mediciones de la actividad fueron separadas en ambos periodos.  

 

 

Ensayos olfativos 
 
 

La capacidad olfativa fue evaluada usando el software libre Buritrack (Colomb et al., 2012). 

Los individuos de cada genotipo fueron colocados individualmente en una arena circular con fondo 

blanco (39 mm de ancho por 2 mm de alto) que contaba con dos agujeros de 0.1 mm de tamaño en 

lados opuestos. Estas moscas fueron expuestas a un estimulo olfativo repulsivo (100 µl de una 

solución de benzaldehído (Bz) al 10%) que se colocó en una pequeña bola de algodón para 

posteriormente ponerla en uno de los pequeños agujeros, mientras que en el agujero del lado 

opuesto se colocaron 100 µl de agua destilada sobre otro algodón como estímulo control. Estas 

soluciones fueron alternándose de lado para evitar que la mosca tuviera predilección hacia algún 
lado de la arena en particular. Para este experimento se utilizaron 15 moscas macho por cada 

condición, genotipo y tiempo.  La forma en que se cuantificó la capacidad olfativa fue por medio del 

índice de rendimiento (PI) de acuerdo a lo reportado por Molina-Mateo (Molina-Mateo et al., 

2017).  Para la representación del PI, se realizaron mapas de calor que fueron divididos a la mitad 

en base a donde se posicionó el algodón con agua o Bz. La fórmula utilizada para el cálculo fue la 

siguiente:  
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En donde: 

 
AUCH2O= es el área bajo la curva del tiempo que la mosca paso en la mitad de la arena 

más cercana al agujero con el algodón que contenía agua.  

 

 AUCBz = es el área bajo la curva del tiempo que la mosca paso en la mitad de la arena más 

cercana al agujero con el algodón que contenía Bz.  

 

 

Cuantificación neuronal 
 
 
La expresión de GFP en la línea de moscas UAS-GFP/+; th-GAL4/+ fue usada como 

reportero para cuantificar el número de las neuronas dopaminérgicas. Se disecaron 5 cerebros de 

moscas por edad y tratamiento en PBS 1X. Los cerebros fueron fijados en una solución de 

formaldehido/PBS al 4% durante 20 min. Se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS 1X. Finalmente 

los cerebros fueron montados individualmente usando citifluor (Ted Pella Inc. Redding, CA.). Las 

imágenes fueron tomadas en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada usando el 
microscopio confocal Olympus FV10 con el objetivo 20X. Los parámetros para capturar las imágenes 

fueron estandarizados usando las muestras de moscas del grupo control de 10 días de edad (UAS-

GFP/+:th-GAL4/+) evitando la saturación de pixeles y brillo, así como el tamaño óptimo de apertura 

y grosor entre cada sección de 0.5X. Después de la adquisición de las imágenes, se realizaron 

proyecciones Z con máxima intensidad usando image J (https://imagej.nih.gov/ij/). Todos los 

cerebros fueron analizados usando los mismos parámetros y el número de neuronas contabilizado 

usando el método de doble ciego. 
 

Cuantificación de dopamina 

 

La dopamina total del cerebro fue cuantificada según Molina-Mateo (Molina-Mateo et al., 

2017) mediante HPLC (BAS, West Lafayette, IN) acoplado a un detector electroquímico. Los 
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cerebros de las moscas adultas correspondientes a cada edad y tratamiento fueron disecados y 

homogenizados en ácido perclórico 0.2 N usando sonicación. Posteriormente se filtró la muestra 

usando un filtro de 0.2 µm. Se inyectaron 5 µl de los extractos en el sistema de HPLC que contaba 
con la siguiente configuración: una bomba (modelo PM-80), una columna microbore SepStick (10A) 

y un detector amperométrico (modelo LC-4C). La fase móvil del HPLC consistió en una solución de 

NaH2PO4 0.1 M, ácido 1-octanesulfonico 1.8 mM y EDTA 1 mM (pH: 2.3) con un flujo de 60 μl/min. El 

potencial del detector amperométrico fue colocado a 0.650 V. Bajo estas condiciones 

experimentales, los tiempos de retención fueron de 5.50 y 6.80 min para la L-DOPA y la dopamina 

respectivamente. Las muestras fueron analizadas comparando los picos de las moléculas y su 

tiempo de elución usando como referencia soluciones de concentraciones de dopamina estándares. 

El limite de detección para la dopamina fue 0.5 fmol/μl. Para este experimento se utilizaron 3 
muestras independientes, las cuales consistían en una mezcla de 5 cerebros del mismo grupo 

experimental o control por muestra.  

 

Western blot 

 

Se utilizaron extractos proteicos totales de cabeza de mosca para realizar una semi-

cuantificación semicuantitativa. Se cargaron 50 µg de proteína en geles de acrilamida al 12% (Biorad 

Mini protean gel electrophoresis system) y las muestras fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa por 3 horas a 250 mA. Para la detección de TH, las membranas fueron bloqueadas 

durante toda la noche a 4°C en una solución de PBS + Tween 0.1% (PBST) suplementado con leche 

al 10% (Nestlé Carnation). Posteriormente las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con 
el anticuerpo antiTH (Inmunostar 1:1000) en solución PBST + leche al 5%, las membranas fueron 

lavadas 3 veces con PBST. Para la detección de TRH las membranas fueron bloqueadas durante 

toda la noche en una solución de PBST suplementada con BSA al 5%. Estas membranas fueron 

incubadas con el anticuerpo antiTRH (Micropore 1:1000) en PBST + BSA al 5%. Las membranas 

fueron lavadas 6 veces con PBST. Finalmente, todas las membranas fueron incubadas con el 

anticuerpo secundario KPL HPRT goat-antimouse (SeraCare) o rabbit-antisheep (Zymed) (1:3000), 

según correspondiera, en solución PBST + leche al 5%. Se lavaron 6 veces durante 10 min cada vez 

y las señales se detectaron usando el kit SuperSignal West pico Chemiluminiscence Substrate 
(ThermoFisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las señales de las membranas 

fueron cuantificadas usando el software ImageJ. El anticuerpo de ratón monoclonal anti-actina (DHB, 

1:3000) fue utilizado como control de carga.  
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Electroretinogramas  

 

Para los electroretinogramas (ERG), se llenaron electrodos de vidrio (con puntas de 1 µm de 

diámetro) con solución de Drosophila Ringer (CaCl2 3mM, KCl 182 mM, NaCl 46 mM, tris base 10mM, 

pH 7,0). El electrodo de registro se puso en contacto con el ojo compuesto para establecer un 

contacto eléctrico estable. El electrodo de referencia se insertó en el tórax de la mosca. El estímulo 

de luz duró 1 s. Las señales generadas se amplificaron utilizando un amplificador diferencial DC (A-

M Systems. Carlsborg, WA, EE. UU.) y fueron visualizadas y registradas en un osciloscopio 

(Tektronix, EE. UU.). Los datos presentados en esta tesis corresponden a registros electrofisiológicos 
obtenidos usando 20 moscas de cada genotipo, tratamiento y edad, fueron analizados con un 

programa diseñado en el laboratorio usando Python.  

 

Análisis estadístico 

 

Las diferencias entre grupos y tratamientos fueron evaluadas usando ANOVAS de una o de 

dos vías y pruebas post-hoc de Tuckey. Las curvas de sobrevivencia se evaluaron por medio del 

método de Mantel-Cox. Para el análisis de la sobrevivencia al día 80, se utilizó la prueba exacta de 

Fisher. En las gráficas se muestra el promedio y el error estándar de los datos obtenidos en cada 

experimento, así como la prueba estadística utilizada. La significancia fue definida como p<0.05. 

Todos los datos fueron analizados usando el software GraphPad Prism 9.  
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10.- RESULTADOS 

Determinación de la concentración óptima de nicotina 

Se determinó la concentración óptima de nicotina de tal manera que fuera la menos tóxica 

para las moscas del genotipo control y que tuviera el efecto terapéutico más benéfico en las moscas 

experimentales a través de una serie de experimentos preliminares de dosis-respuesta en los que 

se evaluó la sobrevivencia y la movilidad hasta los 60 días (Fig. 10). Estas dosis fueron equivalentes 

y tenían un efecto similar a las utilizadas por Chambers (Chambers et al., 2013). Se observa que al 
igual que en estudios previos de exposición a nicotina, esta tiene un efecto benéfico en moscas con 

predisposición genética al parkinsonismo. Por otro lado, existe un efecto tóxico en aquellas moscas 

sin esta predisposición. Todos los experimentos posteriores se realizaron con la concentración de 

24 µM de nicotina después de determinar que esta era la concentración óptima.  

 

 
Fig. 10.- Efecto de diferentes concentraciones de nicotina sobre la esperanza de vida y la motilidad. Los machos adultos de la 
línea de control (A y B) y los machos que expresan Sph-1 en las neuronas dopaminérgicas (C y D) se criaron en alimento 
suplementado con nicotina. Se utilizaron tres concentraciones diferentes. Los animales control (UAS-GFP / +; th-GAL4 / +) mostraron 
una reducción en la esperanza de vida cuando se trataron con nicotina. Las moscas que expresan Sph-1 en neuronas dopaminérgicas 
tenían una esperanza de vida mayor y una mejor motilidad cuando se las trataba de forma crónica con nicotina. La concentración que 
resultó más eficaz fue de 24 µM y se utilizó en todos los experimentos posteriores. 
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La nicotina promueve la sobrevivencia en las moscas que expresan Sph-1 

 

Después de definir la dosis crónica más eficaz de nicotina, se procedió a evaluar el efecto 

de esta molécula sobre la sobrevivencia total de las moscas con fenotipo parkinsoniano. Las moscas 

que co-expresan Sph-1 y GFP en las neuronas dopaminérgicas exhibieron una vida media de 7 
semanas. Las moscas del mismo genotipo tratadas con nicotina tuvieron un aumento significativo en 

su vida máxima de 16 a 17 semanas y también en su vida media de 7 a 13 semanas (Fig. 11). Como 

control se utilizó el genotipo UAS-GFP / +; th-GAL4 / + que expresa GFP, una proteína no relacionada 

con la EP. De forma interesante, tanto la esperanza de vida máxima, así como la esperanza de vida 

de las moscas control tratadas con nicotina, se redujeron significativamente de 18 a 16 semanas y 

de 14 a 13 semanas respectivamente (Fig. 11). De acuerdo con estos resultados, en las moscas que 

expresan Sph-1, el tratamiento con nicotina mejoró significativamente los parámetros de 

sobrevivencia, mientras que en las moscas control los redujo. Estos datos apoyan la idea de que la 
nicotina promueve la sobrevivencia solo en moscas predispuestas a desarrollar un fenotipo similar a 

la EP. 

 

Fig. 11. El tratamiento con nicotina aumenta la vida en las moscas que expresan Sph-1, mientras que la reduce en los 
animales de control. La esperanza de vida en los animales control (que no expresan Sph-1) se reduce cuando se tratan con nicotina 
24 µM (línea punteada roja). Las moscas que expresan Sph-1 en neuronas dopaminérgicas tienen una esperanza de vida 
significativamente reducida (línea verde sólida). Sin embargo, esto se rescata con un tratamiento crónico con nicotina (línea punteada 
magenta). Los datos de los animales controles no tratados se presentan con la línea negra sólida. Los análisis estadísticos se 
realizaron mediante la prueba Log-rank (Mantel-Cox). Los asteriscos muestran la diferencia estadística entre la línea control no tratada 
(UAS-GFP / +; th-GAL4 / +) y todos los demás genotipos y condiciones, el símbolo numérico (#) se utiliza para mostrar la diferencia 
estadística entre los grupos tratados y los no tratados en la línea que expresa Sph-1 (UAS- GFP / UAS-Sph; th-GAL4 / +) **** o #### 
P <0,0001, n = 200 animales por condición experimental. Todos los animales tratados fueron expuestos crónicamente a nicotina 24 
µM. 
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La nicotina rescata la movilidad en las moscas que expresan Sph-1 

 

Uno de los fenotipos más característicos de la EP es el deterioro de la motilidad espontánea 

e inducida (Fox et al., 2018). El ensayo de geotaxis negativa es un paradigma que se ha utilizado 

para estudiar cómo se reduce la locomoción a medida que envejecen las moscas por medio de la 

medición de su capacidad de escalamiento. De acuerdo con esto, los resultados muestran que la 
capacidad de escalamiento de las moscas disminuye a medida que envejecen (Fig. 12A, B). Por 

otro lado, las moscas no tratadas con nicotina, que expresan Sph-1 en las neuronas dopaminérgicas 

muestran una disminución significativa en la capacidad de trepar en comparación con los animales 

control (Fig. 12A, B). Para cuantificar este efecto, se calculó la motilidad acumulada a lo largo del 

tiempo y fue expresada usando el Área Bajo Curva (AUC). Estos datos muestran que las moscas 

que expresan Sph-1 (línea sólida verde) exhiben una movilidad reducida en comparación con los 

animales control (Fig. 12A línea sólida negra). Sorprendentemente, el tratamiento con nicotina 

suprime por completo este fenotipo en las moscas que expresan Sph-1 (Fig. 12A, línea punteada 
magenta y 12B). Por otro lado, las moscas control tratadas con nicotina mostraron una reducción 

significativa en su capacidad de trepar (Fig. 12A, línea punteada roja y B).  

 

Los experimentos destinados a evaluar la actividad espontánea muestran resultados 

similares, siendo el efecto observable solamente durante los períodos de luz. Los animales que 

expresan Sph-1 muestran una motilidad espontánea reducida en comparación con el genotipo 

control, particularmente en edades más avanzadas (Fig. 12C, D). Esto se puede evidenciar mejor al 

observar los actogramas de estas dos cepas (Fig. 12D). Por otro lado, el fenotipo motor observado 

en animales que expresan Sph-1 se suprime parcialmente mediante el tratamiento crónico con 

nicotina (Fig. 12C, línea punteada magenta). Los animales control que no expresan Sph-1 exhiben 
una motilidad espontánea reducida cuando se tratan con nicotina (Fig. 13C, línea punteada roja). 

La actividad espontánea en los períodos de oscuridad no es significativamente diferente (Fig. 13). 
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Fig. 12.- La nicotina rescata la movilidad en los animales que expresan Sph-1 pero la reduce en las moscas control. A) La 
geotaxis negativa de la línea Sph-1 (verde) es significativamente menor en comparación con la línea control (negro). El tratamiento 
con nicotina mejora la capacidad de escalamiento en las moscas Sph-1 (magenta) mientras que se reduce en las moscas control 
(rojo). B) Se muestra de manera acumulada los datos de escalamiento (área bajo la curva), el tratamiento con nicotina en las moscas 
Sph-1 revierte la pérdida de la capacidad de escalamiento (## indica p<0.01; #### indica p<0.0001 comparado con el grupo con 
tratamiento control). C) Animales control (negro) muestran una actividad espontánea significativamente menor cuando son tratadas 
con nicotina (rojo) mientras que este tratamiento rescata esta actividad en las moscas Sph-1. En A-C, se realizaron ANOVAS de dos 
vías seguidas por una prueba post-hoc de Tukey post-hoc. En todas las condiciones n=100, * indica p<0.05; ** indica p<0.01; 
****indica p<0.0001. D) Actogramas de las moscas control (negro) y Sph-1 (rojo). Se realizaron ANOVAS de dos vías seguidas por 
una prueba post-hoc de Tukey post-hoc. ****indica p<0.0001 n=14 animales por grupo. 

 

 

Fig. 13.- La nicotina no tiene efectos en la movilidad de las moscas en periodos de oscuridad. A) Los animales control no se 
ven afectados por el tratamiento con nicotina en la actividad espontánea durante los períodos de oscuridad. B) Los animales que 
expresan Sph-1 no tienen ningún cambio en la actividad espontánea durante los períodos de oscuridad. El tratamiento con nicotina 
tampoco afecta este comportamiento. Los datos de moscas en condiciones control se representan en negro, mientras que los datos 
de animales tratados con nicotina se muestran en rojo. La diferencia significativa de la motilidad espontánea se evaluó utilizando 
ANOVA de dos vías, seguido de prueba post hoc de Tuckey ns: no significativa n = 14 animales por grupo. En todos los casos, los 
animales de experimentación se trataron con nicotina 24 µM. 
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La expresión de Sph-1 induce alteraciones olfativas en moscas jóvenes.   

 

Uno de los fenotipos tempranos de la EP más reconocidos es la pérdida del olfato (Doty, 

2012), por lo que se decidió evaluar este fenotipo en las moscas que expresan Sph-1. Las moscas 

recién eclosionadas (un día de edad) exhiben una fuerte aversión hacia el estímulo olfativo del Bz 

1%, evidenciado por un índice de rendimiento cercano a 0.5. Las Figuras 14A, B muestran que las 
moscas recién eclosionadas que expresan Sph-1 en las neuronas dopaminérgicas tienen una 

reducción significativa en su respuesta hacia el Bz en comparación con los animales control. En los 

animales envejecidos durante 20 días que expresan Sph-1, no se observa ningún fenotipo en la 

pérdida de la capacidad olfativa en comparación con las moscas control. Por otro lado, el tratamiento 

crónico con nicotina redujo la respuesta aversiva al Bz en animales control envejecidos mientras que 

indujo un aumento leve pero no significativo en el rendimiento olfativo en moscas envejecidas que 

expresaban Sph-1 (Fig. 14C, D). Estos datos apoyan la hipótesis de que el tratamiento con nicotina 

afecta negativamente el rendimiento olfativo de los animales control teniendo un efecto deletéreo 
similar a los anteriores fenotipos evaluados. 

 

Fig. 14.- Moscas jóvenes que 
expresan Sph-1 en las neuronas 
dopaminérgicas muestran 
alteraciones en la capacidad 
olfativa. A) Mapas de calor 
representativos donde se muestra 
la respuesta que tienen las 
moscas al Bz 1% al día 1. Los 
puntos rojos muestran donde paso 
el mayor tiempo la mosca, 
mientras que los azules la región 
donde menos tiempo pasa. B) 
Cuantificación de la conducta de 
las moscas estudiadas de cada 
genotipo al día 1. Los datos 
muestran que la respuesta 
aversiva al Bz se encuentra 
reducida en las moscas que 
expresan Sph-1 en comparación 
con las moscas control. C) Mapas 
de calor representativos del día 20 
de los tratamientos control o con 
nicotina. D) Cuantificación de la 
conducta de las moscas 
estudiadas de cada genotipo y 
tratamiento al día 20. Las moscas 
control tratadas con nicotina 
muestran una reducción de la 
capacidad olfativa en 
comparación con el tratamiento 
control. Se realizó ANOVA de dos 
vías seguida de una prueba post-
hoc de Tukey. *P<0.05, n=15 
animales por condición.  
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El tratamiento con nicotina previene la pérdida de neuronas dopaminérgicas en las moscas 
Sph-1 envejecidas 

 

El efecto de la nicotina sobre la sobrevivencia y la movilidad puede ser explicado por una 

modificación en algunos de los procesos metabólicos de las neuronas dopaminérgicas, 

principalmente por la sobrevivencia o mejoría en la función neuronal. Esto dió pie a explorar ambas 

posibilidades. En primera instancia se evaluó el número total de neuronas dopaminérgicas de los 
animales de ambos genotipos tanto con tratamiento con nicotina como sin él a lo largo del tiempo 

(Fig. 15A).  

 

Fig. 15.- Imágenes de microscopía confocal representativas de cerebros de machos adultos de Drosophila. Para cuantificar el 
número total de neuronas dopaminérgicas se utilizó la expresión de GFP bajo el promotor de la th. A) Cerebros representativos de 
machos de 10 días de edad controles (panel superior) y que expresan Sph-1 (panel inferior), las fotografías que corresponden a los 
tratamientos con nicotina se localizan a la derecha. No se observa ninguna diferencia entre el número de neuronas GFP+ entre las 
líneas o tratamientos. B) Cerebros representativos de machos de 60 días de edad con la misma distribución que en el inciso A. Se 
observa que existe una evidente reducción de las neuronas GFP+ entre los cerebros de las moscas control y los de la línea que 
expresa Sph-1, mientras que el tratamiento con nicotina reduce la muerte de estas neuronas en la línea de moscas experimental. 
Todas las imágenes se obtuvieron con los mismos parámetros. La barra de escala representa 100 µM. 
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La cuantificación de las neuronas muestra que existe una reducción en el número de 

neuronas dopaminérgicas con el envejecimiento, en ambas líneas (Fig. 1). Aunque es importante 

recalcar que la reducción de las neuronas es mas acelerada en las moscas que expresan Sph-1. Por 
el otro lado, el tratamiento con nicotina parece frenar esta pérdida neuronal acelerada de neuronas 

en comparación con las moscas no tratadas, siendo más evidente en edades más avanzadas (a 

partir del día 40). Los resultados de la evaluación de la sobrevivencia neuronal en moscas de 60 días 

de edad muestran una protección significativa, esto debido a que existe una menor señal de 

neuronas GFP positivas (Fig. 15B). Por su parte, la nicotina no parece tener ningún efecto relevante 

en las neuronas de las moscas control (Fig. 15) 

 

Fig. 15.- La nicotina reduce la pérdida del número de neuronas dopaminérgicas. A) La gráfica muestra la pérdida de neuronas 
dopaminérgicas en la línea control (negra) y la línea experimental (verde) sin tratamiento, estos resultados muestran claramente como 
la expresión de Sph-1 afecta significativamente la sobrevivencia neuronal. Por otro lado, el tratamiento con nicotina en las moscas 
control parece no tener ningún efecto (roja), mientras que en la línea Sph-1 (magenta) se observa una menor diferencia en la pérdida 
de neuronas con respecto a la línea control, principalmente en edades avanzadas. B) Se muestra el número de neuronas 
sobrevivientes en el ultimo punto estudiado (60 días). Por un lado, se puede observar cómo existe un menor número de neuronas en 
la línea Sph-1 sin tratamiento con respecto al control (#### p<0.0001) Por su parte, el tratamiento con nicotina confiere una evidente 
reducción en la pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la línea Sph-1 en comparación con la línea control (# p<0.05) y en 
comparación con la línea Sph-1 sin tratamiento (*p<0.05). Se realizaron ANOVAS de dos vías seguido de una prueba post hoc de 
Tukey. n= 5 cerebros por genotipo en cada punto de la curva.  

 

El tratamiento con nicotina incrementa los niveles de tirosina hidroxilasa y el contenido 
cerebral de dopamina 

 

Una vez evaluado el efecto de la nicotina sobre el número de neuronas dopaminérgicas, se 
procedió a evaluar el efecto de esta molécula sobre el contenido total de dopamina en el cerebro. 

Por medio de HPLC se cuantificó la cantidad total de dopamina cerebral en muestras de moscas a 
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1 día de edad y a 20 días de edad, con y sin tratamiento crónico de nicotina. Estos resultados 

muestran que al día 1, la cantidad de dopamina presente en las muestras de moscas Sph-1 es 

significativamente menor con respecto a la línea control (Fig. 16A). Esta diferencia en el contenido 
de dopamina sigue siendo observable 20 días después. Interesantemente, las muestras de la línea 

Sph-1 tratadas con nicotina, muestran un aumento significativo en los niveles de dopamina con 

respecto a su tratamiento control mientras que en la línea control no se observa efecto alguno (Fig. 
16B)  

 

Consistentemente con la reducción de dopamina en el cerebro de las moscas del día 1 que 

expresan Sph-1, se observó una expresión menor de la th con respecto a la línea control (Fig. 16C) 

De igual forma, las moscas Sph-1 envejecidas muestran una reducción en la th. Sin embargo, el 

tratamiento con nicotina recupera parcialmente la deficiencia en los niveles de esta proteína en las 

moscas de esta línea con respecto a la línea control (Fig. 16D). Los resultados obtenidos tanto de la 
cuantificación de la dopamina, como de la cuantificación de los niveles de expresión de la enzima 

limitante en la síntesis de este neurotransmisor muestran que el tratamiento con nicotina promueve 

una recuperación de los niveles de dopamina en el cerebro de las moscas parkinsonianas y que este 

fenómeno se puede explicar parcialmente por un aumento en los niveles de la th. 

 

 

 

 

 



 

 

 48 

 

Fig. 16.- La exposición a nicotina incrementa los niveles de dopamina y tirosina hidroxilasa cerebral en moscas. A) Las 
moscas de 1 día de edad que expresan Sph-1 muestran una reducción en los niveles de dopamina con respecto a la línea control 
(*p<0.05, prueba t). B) A los 20 días de envejecimiento, los niveles de dopamina continúan reducidos en la línea Sph-1 con respecto 
al control (# p<0.05). Después de 20 días, el tratamiento crónico con nicotina induce un aumento en los niveles de dopamina cerebral 
en las moscas que expresan Sph-1 (*p<0.05), estos niveles son similares a los niveles de la condición control. Los niveles de dopamina 
de los animales control tratados con nicotina no se ven afectados. Se realizaron ANOVAS de dos vías seguida de una prueba post-
hoc de Tukey. n=5 muestras, cada muestra consistía en 5 cerebros de mosca. C) Al día 1 los niveles de la isoforma 1 de la th (isoforma 
neuronal) están reducidos en la línea Sph-1 con respecto al control. Se muestra la señal obtenida del western blot representativo. 
*p<0.05; prueba t n=3 diferentes muestras obtenidas de grupos independientes de animales. D) Al día 20 los niveles de th continúan 
reducidos en las moscas que expresan Sph-1 con respecto a las moscas control. Por su parte el tratamiento con nicotina promueve 
un incremento de la th a niveles similares al grupo control. Se realizaron ANOVAS de dos vías seguida de una prueba post-hoc de 
Tukey. n=3 diferentes muestras obtenidas de grupos independientes de animales. 

 

La nicotina promueve un incremento en la sobrevivencia de las moscas Sph-1 inclusive 
cuando el tratamiento se interrumpe en la edad adulta o cuando la nicotina se administra a 
animales envejecidos.  

 

Finalmente, para esta parte de la tesis, se decidió determinar si la nicotina tiene un efecto 
duradero incluso si el tratamiento se suspende cuando las moscas envejecen. También si el inicio 

del tratamiento con nicotina en animales envejecidos sigue siendo eficaz para promover la 

sobrevivencia de las moscas. Determinamos que la vida media de los animales que expresan Sph-

1 es de 60 días (Fig. 17A). A esta edad, los fenotipos parkinsonianos son evidentes y hay una 

disminución importante en el número de neuronas dopaminérgicas como ya se mencionó 
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previamente. Para determinar si la nicotina tiene un efecto duradero incluso si se suspende el 

tratamiento, se trató crónicamente con nicotina a las moscas que expresan Sph-1 durante 60 días y 

luego se suspendió el tratamiento. En esta condición, se observó una prolongación significativa de 
la vida en comparación con los animales que no fueron alimentados con nicotina (Fig. 17A, B). 

Curiosamente, los animales que no fueron tratados con nicotina durante los primeros 60 días de su 

vida y luego recibieron nicotina también tuvieron una extensión significativa de su vida (Fig. 17C, D). 

Estos resultados indican que, en el genotipo de EP, la nicotina tiene un efecto benéfico sobre la 

sobrevivencia incluso cuando el fármaco se administra a una edad más avanzada; es decir, cuando 

los síntomas parkinsonianos ya son evidentes. Es importante destacar que este efecto parece ser 

muy específico, ya que la suspensión del tratamiento con nicotina reduce ligeramente la 

sobrevivencia de las moscas. 

 

Fig. 17.- El tratamiento con nicotina en etapas avanzadas de la vida aumenta la sobrevivencia en moscas envejecidas que 
expresan Sph-1. El 50% de la población de moscas que expresan Sph-1 en neuronas dopaminérgicas muere cuando tienen 60 días 
de edad, por lo que se decidió como el punto en donde se cambiaria el tratamiento. A) Las moscas que fueron tratadas durante 60 
días con nicotina (y luego transferidas a alimentos normal por el resto de su vida), tuvieron una sobrevivencia significativamente más 
larga en comparación con los animales no tratados. Se puede observar una ligera reducción en la sobrevivencia de estas moscas en 
comparación con los animales que fueron tratados crónicamente con nicotina durante toda su vida (80 días), sin embargo, esta 
reducción no fue estadísticamente significativa entre estos dos grupos. B) Se muestra una ampliación de los datos mostrados en el 
panel A después de los 60 días para observar mejor los efectos tardíos en la sobrevivencia. C) Los animales no tratados con nicotina 
y con inicio de tratamiento a los 60 días muestran un aumento significativo en la sobrevivencia en comparación con los no tratados 20 
días después del inicio del tratamiento (80 días). D) Ampliación de los datos que se muestran en el panel C. El análisis estadístico se 
realizó mediante la prueba Mantel-Cox. ** P <0.01, n = 100 animales por condición. Para la comparación en el punto de 80 días se 
realizaron pruebas exactas de Fisher (* p <0.05, ns = no significativo). 
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La afectación del sistema serotoninérgico no tiene efecto significativo sobre la sobrevivencia 
de las moscas mientras que el sistema dopaminérgico resulta determinante para su reducción 
al expresar Sph-1. 

 

Los datos de sobrevivencia obtenidos previamente demuestran que la expresión de Sph-1 

en las neuronas dopaminérgicas promueve una disminución de la sobrevivencia de las moscas y 

que esta es rescatada con el tratamiento de nicotina. Se procedió a evaluar si al afectar el circuito 
serotoninérgico con la expresión de Sph-1, se observaba un fenotipo similar. Para estos 

experimentos se usó el promotor de la enzima trh para promover la expresión de Sph-1 en neuronas 

serotoninérgicas (UAS-Sph/+; trh-GAL4/+). Además, se utilizó otra mosca cuya expresión de Sph-1 

se logró usando el promotor de la ddc, enzima que esta involucrada tanto en la síntesis de serotonina 

como de dopamina, para de esta manera afectar ambos circuitos neuronales (UAS-Sph/+; ddc-

GAL4/+). Adicionalmente se usó de nueva cuenta una mosca con expresión de Sph-1 en las 

neuronas dopaminérgicas (UAS-Sph/+; th-GAL4/+) pero esta vez sin la expresión de GFP. La línea 
UAS cruzada con el fondo genético w1118 fue usada como control (UAS-Sph/+; +). 

 

Se administró nuevamente la concentración de 24 µM de nicotina en la comida de las moscas 
y se evaluó el efecto del tratamiento crónico. En primer lugar, podemos observar nuevamente cómo 

la nicotina tiene un efecto negativo en las moscas sin predisposición genética al fenotipo 

parkinsoniano (Fig. 18A). Por otro lado, cuando se afecta el sistema dopaminérgico, la nicotina sigue 

teniendo un efecto protector en la sobrevivencia (Fig. 18B). Sin embargo, en aquellas moscas que 

expresan Sph-1 en las neuronas serotoninérgicas no se observa este efecto tan marcado, aunque 

al igual que en las moscas que expresan Sph-1 en ambos circuitos se observa una protección en la 

sobrevivencia sobre todo en las últimas etapas de la vida de la mosca (día 80 y día 60 

respectivamente) (Fig. 18C, D). Estos resultados nos indican que la afectación del sistema 
dopaminérgico es lo que resulta tener un papel determinante en la reducción de la sobrevivencia 

ocasionada por la expresión de Sph-1. 
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Fig. 18.- El sistema dopaminérgico tiene un papel importante en la protección conferida por la nicotina, así cómo en la 
reducción de la sobrevivencia de las moscas.  A) La esperanza de vida en los animales control (las que no expresan Sph-1) se 
reduce cuando son tratadas con nicotina 24 µM. B) Las moscas que expresan Sph-1 en las neuronas dopaminérgicas tienen una 
esperanza de vida que se rescata con el tratamiento con nicotina. C) Cuando se afecta el sistema serotoninérgico, la nicotina no 
parece tener un efecto tan dramático, sin embargo, otorga un aumento en la sobrevivencia sobre todo en edades avanzadas (80 días). 
D) Cuando la expresión de Sph-1 se dirige a ambos circuitos, la nicotina promueve un efecto protector en la sobrevivencia, sobre todo 
en edades avanzadas (día 60), probablemente por la afectación al sistema dopaminérgico principalmente. Para el análisis estadístico 
se usó la prueba de Mantel-Cox. Los asteriscos muestran la significancia entre el tratamiento control (negra) y el tratamiento con 
nicotina (roja). *** P < 0.001 **** o P < 0.0001, n=100 animales por grupo. 

 

El sistema serotoninérgico tiene mayor relevancia en la disfunción olfativa en moscas jóvenes 
ocasionada por la expresión de Sph-1. 

 

Como bien se mencionó antes, el estudio de síntomas no motores asociados a la EP resulta 

ser de importante interés debido a que podrían ser usados como marcadores tempranos de la 

enfermedad. Uno de los síntomas que han tomado relevancia en este aspecto es la discapacidad 

olfativa. En los resultados previos ya se demostró que la expresión de Sph-1 en neuronas 

dopaminérgicas, promueve un efecto negativo sobre la capacidad olfativa de las moscas en edades 

jóvenes. Los resultados demuestran que al evaluar moscas de un día edad, las moscas que expresan 
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Sph-1 en las neuronas serotoninérgicas, así como las que la expresan en ambos sistemas resultan 

ser las mas afectadas (Fig. 19A y B). Por su parte, las moscas que expresan Sph-1 en las neuronas 

dopaminérgicas también muestran una afectación, aunque significativamente menor con respecto al 
control. Algunos otros datos que nos da el experimento con el Buritrack, como son la actividad, la 

distancia y la velocidad, nos permiten observar que esta pérdida de la capacidad olfativa no se debe 

a una disminución en el movimiento. Los resultados indican que existe un aumento significativo con 

respecto al control en estos tres parámetros en las líneas en que se les afecta el sistema 

serotoninérgico, es decir las que expresan Sph-1 bajo el promotor de trh y ddc (Fig. 19C). Con estos 

resultados podemos concluir que la disfunción olfativa ocasionada por la expresión de Sph-1 tiene 

un componente importante en el circuito serotoninérgico principalmente. 

 

Fig. 19.- Moscas jóvenes que expresan Sph-1 en el sistema dopaminérgico y/o serotoninérgico muestran alteraciones en la 
capacidad olfativa. A) Mapas de calor representativos donde se muestran la respuesta que tienen las moscas al Bz 1% al día 1. Los 
puntos rojos muestran donde paso el mayor tiempo la mosca, mientras que los azules la región donde menos tiempo pasa. B) 
Cuantificación de la conducta de las moscas estudiadas de cada genotipo al día 1. Los datos muestran que la respuesta aversiva al 
Bz se encuentra reducida en las moscas que expresan Sph-1 en uno o ambos sistemas neuronales en comparación con las moscas 
control. C) Los parámetros de actividad, distancia y velocidad, indican que la disminución de la capacidad olfativa de las moscas con 
afectación serotoninérgica, no se debe a una disminución en su movilidad. Se realizó ANOVA de dos vías seguida de una prueba 
post-hoc de Tukey. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 n=20 animales por condición.  
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El desarrollo de síntomas motores ocasionados por la expresión de Sph-1 está directamente 
relacionado con el sistema dopaminérgico 

 

Los síntomas motores son característicos de la EP por lo que es muy importante el evaluar 

esta conducta en nuestros modelos de expresión de Sph-1. En esta ocasión se decidió evaluar 

solamente la geotaxis negativa, esto por ser uno de los principales fenotipos evaluados en las 
disfunciones motoras y porque es más evidente al momento de evaluar la pérdida de la locomoción 

en las moscas. Los resultados muestran que en el día 1 (Fig. 20A), todas las líneas evaluadas 

parecen tener una hiperactividad, lo que también permite hablar de una pérdida de la correcta 

regulación de la comunicación neuronal tanto en el circuito dopaminérgico como en el 

serotoninérgico; como ya se mencionó esto también se observa en algunos parámetros obtenidos 

con los experimentos con el paradigma de Buridan (Fig. 20C). Por otro lado, al evaluar el efecto del 

tratamiento con nicotina en la movilidad, los resultados de la geotaxis negativa al día 40, indican 

claramente que la manipulación del circuito dopaminérgico produce la pérdida de la capacidad de 
escalamiento (Fig. 20B). Interesantemente se puede observar que las moscas en las que se afecta 

el sistema serotoninérgico no presentan una locomoción afectada y que inclusive la nicotina también 

confiere un efecto tóxico al igual que la línea control (Fig. 20B). 

 

Fig. 20.- Los circuitos serotoninérgico y dopaminérgico parecen involucrados en actividades motoras en edades tempranas, 
mientras que la pérdida de la locomoción en edades avanzadas solo se logra al manipular el circuito dopaminérgico. A) La 
geotaxis negativa de las líneas que expresan Sph-1 muestran una hiperactividad en el día 1. B) El tratamiento crónico con nicotina 
después de 40 días, aumenta la pérdida de la capacidad de escalamiento en las moscas que expresan Sph-1 en las neuronas 
dopaminérgicas como en la línea control. Se puede observar como las moscas que tienen alterado el sistema dopaminérgico (th y 
ddc), la movilidad se ve reducida, inclusive a 0, la nicotina parece tener un efecto benéfico en la movilidad, aunque no estadísticamente 
significativa. Se realizó ANOVA de dos vías seguidas por una prueba post-hoc de Tukey post-hoc. En los experimentos de geotaxis 
negativa n= 40, en los del paradigma de Buridán n=20 * indica p<0.05; ** indica p<0.01; *** indica p>0.001 ****indica p<0.0001 ns= no 
significativo #### indica p<0.001 en comparación con el control.  
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Las moscas que expresan Sph-1 en el sistema serotoninérgico y/o dopaminérgico muestran 
alteraciones en el sistema visual 

 

El modelo del ojo se ha utilizado como un buen modelo de neurodegeneración, por lo que la 

evaluación de la funcionalidad del sistema visual nos permite conocer por un lado si existen 

alteraciones a nivel neuronal y por el otro de que manera la expresión de Sph-1 afecta la visión de 
las moscas al expresar una proteína relacionado con la EP, esto debido a que se sabe que la mayoría 

de pacientes de la EP, muestran alguna alteración en la capacidad visual (Sang & Jackson, 2005). 

Por medio de electroretinogramas se evaluó la funcionalidad del sistema visual de moscas. Se 

midieron 3 componentes cuya modificación es indicativa de una alteración a nivel visual, on, off y 

potencial de receptor, ya que son el indicativo de que existe una correcta captación, transmisión y 

recuperación ante un estímulo luminoso. Estos registros se realizaron al día 1 y al día 40 con y sin 

tratamiento con nicotina (Fig. 21). 

 

Fig. 21.- Registros electrofisiológicos de la retina obtenidos al evaluar la capacidad visual de las moscas que expresan Sph-
1. Estos análisis de realizaron al día 1 y al día 40 con y sin tratamiento con nicotina, se observa como existen diferencias en la forma 
de estos registros que son traducidos a alteraciones en el sistema visual. Principalmente se evaluó el componente ON (línea verde 
día 1, línea azul día 49), OFF (recuadro inferior derecha) y el potencial de receptor (línea roja día 1, línea amarilla día 40). Se observa 
que existen alteraciones del componente OFF principalmente en edades tempranas cuando se alteran los circuitos neuronales con la 
expresión de Sph-1 (paneles superiores). 40 días después la respuesta en este componente sigue viéndose marcada (paneles medios) 
mientras que las moscas que recibieron el tratamiento con nicotina tienen una mejor respuesta al estímulo (paneles inferiores). Tanto 
el componente ON como el PR también se ven alterados cuando se expresa Sph-1 lo que nos habla de una mala respuesta visual 
ocasionada por la alteración del circuito dopaminérgico y serotoninérgico.  

 

Los resultados obtenidos al evaluar los parámetros de los registros electrofisiológicos 

muestran que al día 1, las moscas que expresan Sph-1, muestran alteraciones en el sistema visual, 

tanto cuando se afecta el circuito dopaminérgico como cuando se afecta el serotoninérgico. Cuarenta 
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días después las moscas que expresan Sph-1 con tratamiento control continúan afectadas en sus 

parámetros electrofisiológicos, principalmente en el componente ON. Por otro lado, la nicotina parece 

no tener un efecto tan dramático como en los otros fenotipos parkinsonianos, aunque cabe señalar 
que rescata principalmente las afectaciones en el parámetro OFF. De manera notable y al igual que 

el resto de los fenotipos evaluados, la nicotina continúa siendo tóxica en la mosca control (Fig. 22).  

 

Estos datos muestran que existe una alteración visual mas marcada cuando se modifica el 

sistema dopaminérgico, sobre todo en edades avanzadas, tanto en las moscas que expresan Sph-1 

bajo el promotor de th como en el de ddc. Es interesante observar que estas alteraciones visuales 

se ven también mas afectadas en edades jóvenes cuando se afecta el sistema serotoninérgico. Esto 

nos permite hablar de una posible interacción de ambos circuitos, ya que la afectación temprana del 

sistema serotoninérgico conlleva a que, a largo plazo, el sistema dopaminérgico se vea afectado, 

apoyando la hipótesis de que la serotonina podría ser una de las principales desencadenantes de 
los fenotipos no motores en la EP. 

 

Fig. 22.- Las moscas que expresan Sph-1 en el sistema serotoninérgico y dopaminérgico muestran alteraciones visuales. Se 
puede observar cómo existen alteraciones visuales presentes desde el día 1 en todas las líneas que expresan Sph-1 (paneles 
superiores). Al evaluar las moscas al día 40 (paneles inferiores), se sigue observando la alteración del sistema visual en todas las 
líneas con respecto al control. Por su parte, el tratamiento con nicotina rescata principalmente el parámetro OFF, siendo más 
significativo en las moscas que tienen afectación en el sistema dopaminérgico (th y ddc). ANOVAS de dos vías seguidas de prueba 
post-hoc de Tukey. n= 20 moscas por condición experimental. * p>0.5 ** p>0.01 ***p>0.001 ****p>0.0001 # p>0.5, ## p>0.01, ### 
p>0.001 ns= no significativo. “*” muestran significancia respectó al tratamiento sin nicotina de la línea control. “#” muestran significancia 
entre el tratamiento control y el tratamiento con nicotina en la misma línea.  Estos resultados fueron obtenidos por el Dr. Iván Sánchez 
y el M. en C. René Hernández, posteriormente fueron procesados por el Lic. Diego Zambrano y analizados por el M. en C. Angel 
Carvajal. 
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Los niveles de las enzimas limitantes en la síntesis de dopamina y serotonina parecen estar 
alterados por la expresión de Sph-1 

 

Anteriormente se describió la reducción que existe en los niveles de la th en las moscas que 

expresan Sph-1 en las neuronas dopaminérgicas, por lo que medir los niveles de la trh resulta 

importante para poder interpretar mejor los datos. Resultados preliminares con n=1 o 2, sugieren 

que, al día 1, los niveles de th se encuentran reducidos en las moscas que expresan Sph-1 con 

respecto al control, pero también en las moscas en donde la expresión ocurre en las neuronas 

serotoninérgicas. Por su parte, la trh no tiene cambios en los en sus niveles. Al día 40, los 

experimentos tipo western blot muestran que la th continúa disminuida en las moscas que expresan 

Sph-1 específicamente en las neuronas dopaminérgicas aumentando cuando se administra nicotina 
(Figura 23).  Interesantemente también se encuentran disminuidos los niveles de la trh en las 

moscas que expresan Sph-1 tanto en neuronas dopaminérgicas como en serotoninérgicas con 

tratamiento control, mientras que el tratamiento con nicotina parece no tener ningún efecto (Figura 
24). Esto resulta bastante interesante, ya que nos indica que existe una desregulación y posible 

comunicación de ambos sistemas. La serotonina estaría en niveles elevados promoviendo a su vez 

la reducción de dopamina, o viceversa. De cualquier forma, esto es un importante indicativo de que 

ambos sistemas son importantes para la aparición y el desarrollo de los síntomas típicos de la EP 
en el modelo de mosca. 

 

Fig. 23.- La alteración del sistema serotoninérgico y/o dopaminérgico disminuye los niveles de la tirosina hidroxilasa. Los resultados 
preliminares de una n de 1 muestran que probablemente existe una reducción de la th inclusive cuando no se afecta directamente al 
circuito dopaminérgico. Por su parte, al día 40, la nicotina parece rescatar esta reducción, principalmente en las moscas que expresan 
Sph-1 en las neuronas dopaminérgicas, mientras que en el control reduce los niveles. n=1 
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Fig. 24.- La alteración de sistema serotoninérgico y/o dopaminérgico disminuye los niveles de la triptófano hidroxilasa. Los resultados 
preliminares de una n de 2 muestran que probablemente existe una reducción de la trh inclusive cuando no se afecta directamente al 
circuito serotoninérgico. Por su parte, al día 40, la nicotina parece no tener efecto alguno en los niveles de esta proteína, en el control la 
nicotina parece tener una tendencia a reducir los niveles de esta enzima. n=2 ANOVA de dos vías seguida de una prueba post-hoc de 
Tuckey. *p>0.05 **p>0.1 ns= no significativo 
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11.- DISCUSIÓN 

La EP es una enfermedad neurodegenerativa que tiene una etiología multifactorial. 

Investigaciones anteriores han encontrado evidencia de factores genéticos y ambientales que 

desencadenan o modulan su progresión. Es importante destacar que solo el 10% de los casos 
estudiados tienen causas genéticas bien definidas mientras que el resto se considera esporádico (de 

Lau, L. Breteler, 2013).  Se sabe que α-sinucleína y sinfilina-1 tienen un papel central en la progresión 

de la EP (Eyal & Engelender, 2006; Kalia et al., 2013; Spillantini et al., 1998). Estas proteínas parecen 

estar asociadas a diferentes funciones celulares, en particular al ensamblaje o reciclaje de vesículas 

presinápticas. Es probable que la investigación sobre los procesos que transforman la Sph-1 en una 

proteína tóxica sea fundamental para nuestra comprensión de la EP y cómo el metabolismo neuronal 

contribuye a esta enfermedad (Engelender et al., 1999; Eyal et al., 2006; Ribeiro et al., 2002; Wan & 

Chung, 2012). 

 

Existe un número limitado de reportes sobre el papel de Sph-1 en la progresión de la EP. 

Existe evidencia de que las isoformas cortas de Sph-1 se acumulan en muestras post mortem de 
pacientes con la enfermedad. Estudios in vitro muestran que las isoforma cortas de Sph-1 promueven 

la agregación de proteínas y la toxicidad (Eyal et al., 2006; Eyal & Engelender, 2006). Otros estudios 

apoyan que la sobreexpresión de Sph-1 o la presencia de la mutación R621C en el gen que codifica 

esta proteína, provocan deterioro motor y daño celular en pacientes con EP y en un modelo de 

ratones transgénicos (Nuber et al., 2010). Un trabajo previo de del laboratorio del Dr. Reynaud 

demostró que las moscas que expresan panneuralmente Sph-1, presentan alteraciones motoras 

(Hernández-Vargas et al., 2011), lo cual es consistente con todos los resultados obtenidos en este 
trabajo. Estos datos son consistentes con la hipótesis de que las moscas que exhiben niveles 

reducidos de dopamina en el cerebro también presentan deterioro en su capacidad de escalamiento. 

Los resultados muestran alteraciones en la actividad espontánea y la geotaxis negativa, resultados 

que son similares a los obtenidos por otros reportes que demuestran que las moscas que expresan 

genes asociados con la EP exhiben varios fenotipos motores y conductuales como el centrofobismo, 

la bradicinesia y la reducción en la distancia total recorrida (Hernández-Vargas et al., 2011; Jimenez-

Del-Rio et al., 2010; Riemensperger et al., 2011). Aunque la mayoría de las investigaciones sobre la 

EP se centran en la neurodegeneración y los síntomas motores, existen muchos otros síntomas no 
motores que aparecen al principio de la enfermedad que están asociados a procesos sensoriales 

como el olfato y la vista o bien que implican otras manifestaciones como problemas gastrointestinales 

y depresión. Estos síntomas no motores tienen un impacto negativo en la calidad de vida de los 

pacientes (Pfeiffer, 2016; Poewe, 2008; Tibar et al., 2018), y son relevantes porque se consideran 
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marcadores tempranos de la EP. Sorprendentemente, los resultados de este trabajo muestran que 

en moscas jóvenes que expresan Sph-1 es posible observar un síntoma no motor muy característico, 

la disfunción olfativa, antes del inicio de las discapacidades motoras. Por lo tanto, el modelo de Sph-
1  comparte este fenotipo característico con otros modelos animales de la enfermedad (por ejemplo, 

las moscas mutantes Pink1) (Molina-Mateo et al., 2017), y brinda una excelente oportunidad para 

evaluar el efecto de posibles moléculas terapéuticas en etapas tempranas de la progresión de la EP. 

 

La nicotina es una molécula de interés notable, ya que es de accesibilidad fácil y dadas sus 

propiedades excitatorias es capaz de inducir la activación neuronal; a pesar de que tiene varios 

efectos secundarios negativos. La nicotina es una sustancia química que ya consume una gran parte 

de la población mundial y que parece tener propiedades preventivas para la EP. De hecho, se ha 

propuesto que las personas con riesgo parkinsoniano probablemente descubran empíricamente que 

la nicotina suprime los temblores de inicio temprano y comiencen a automedicarse con tabaco, 
previniendo o retrasando la aparición de esta enfermedad (Hernán et al., 2002; Ma et al., 2017). Por 

otro lado, se han observado efectos protectores similares en modelos de mamíferos en los que la 

nicotina suprime las discinesias. Por lo anterior, la comprensión de los mecanismos moleculares que 

subyacen a los efectos protectores o preventivos de la nicotina, es una importante vía de 

investigación donde el uso de modelos animales y modelos in vitro podría ser muy útil (Bordia et al., 

2010; Chambers et al., 2013; Lu et al., 2017; Mouhape et al., 2019; Quik, O’Neill, et al., 2007; Ross 

& Petrovitch, 2001). Dentó de esto, el modelo de la expresión de Sph-1 podría resultar interesante 

para la investigación de la EP y el papel de la nicotina como agente protector.  

 

El tratamiento crónico con nicotina fue eficaz para reducir los fenotipos parkinsonianos 
motores causados por la expresión de Sph-1 y redujo la pérdida de neuronas dopaminérgicas. El 

aumento de los niveles de dopamina en los cerebros de las moscas Sph-1 20 días después de la 

exposición a la nicotina sugiere que el efecto protector de este fármaco se produce mediante la 

estimulación de la síntesis y/o disminución de la degradación de la dopamina. Las propiedades de 

activación neuronal de la nicotina pueden promover un metabolismo neuronal más saludable ya que 

está, aumenta directamente la homeostasis de la dopamina. Informes anteriores han demostrado 

que la nicotina estimula directamente la liberación de dopamina a través de la activación de los 

receptores de acetilcolina de tipo nicotínico presentes en las neuronas dopaminérgicas, reduciendo 
las concentraciones de dopamina citoplásmica. Se sabe que el efecto protector de la nicotina 

mayormente está mediado por la activación de estos receptores, ya que este es inhibido por la 

mecamelamina, bloqueador especifico de estos receptores (Mouhape et al., 2019). Reducir los 
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niveles intracelulares de dopamina por la estimulación con nicotina pudiera reducir el estrés oxidativo 

y, por lo tanto, disminuir la producción de metabolitos de degradación de la dopamina, como las 

quinonas, que se sabe son tóxicas. De esta manera, el entorno intracelular se volvería menos 
agresivo y las proteínas que están enriquecidas en los cuerpos de Lewy, como Sph-1 y α-Syn, se 

volverían menos propensas a agregarse. Así, las proteínas no agregadas son incapaces de 

secuestrar otras proteínas como la th, por los que podrían seguir desempeñando sus función normal, 

como la interacción con el complejo SNARE, manteniendo así la capacidad de las neuronas 

dopaminérgicas para producir y liberar dopamina incluso en un entorno genético que predispone a 

la EP (Hong et al., 2009; Kardani et al., 2017; Nakashima & Ikuta, 1984). El aumento de los niveles 

de dopamina en el cerebro puede explicarse por la síntesis de novo de la amina, ya que la enzima 

th exhibe una inhibición por parte de la catecolamina. La reducción de los niveles intracelulares de 
dopamina podría dar como resultado una menor inhibición de la enzima y, por lo tanto, una mayor 

actividad de esta. La dopamina recién sintetizada se transporta rápidamente a las vesículas 

presinápticas por VMAT2, para después ser secretada después de la estimulación con nicotina, 

posteriormente se recicla rápidamente mediante DAT, lo que lleva a un aumento neto en el contenido 

de dopamina (Daubner et al., 2011) (Fig. 26). 

 

Aunque la concentración de nicotina utilizada en este estudio puede parecer 
superficialmente alta, está en el rango más bajo de las concentraciones utilizadas en otros modelos 

animales como ratones y peces cebra que tienden a ser mucho más altos. En ratones, las 

concentraciones experimentales de nicotina oscilan entre 25 y 400 µM (Khwaja et al., 2007). En el 

pez cebra, donde la absorción real es mucho mayor porque la nicotina se suplementa en el agua 

donde los peces nadan y se absorbe a través de la piel, el rango de concentraciones de nicotina 

utilizadas es de 5 a 100 µM (Klee et al., 2011). En cualquier caso, la cantidad de nicotina que se les 

da a las moscas no es la concentración real que llega a los tejidos y órganos. Cuando los animales 

son alimentados con una sustancia química, la concentración real que llega a los órganos internos 
es aproximadamente 1/100 de la dosis original (Silva et al., 2015). Por lo tanto, dado que la 

concentración de nicotina elegida en este estudio para los experimentos es de 24 µM, es razonable 

estimar que la concentración real en la hemolinfa o en el cerebro de la mosca es de 

aproximadamente 200 nM. Curiosamente, se ha establecido que, en los seres humanos, la 

concentración máxima de nicotina en la sangre después de fumar un cigarrillo es de 

aproximadamente 300 nM (Matta et al., 2007), que es una concentración muy similar a la que se 

estima llega al cerebro en los experimentos de esta tesis. 
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Fig. 26.- Modelo propuesto para la acción de la nicotina ante la toxicidad mediada por la presencia de Sph-1. En este modelo 
se propone que la nicotina causa la despolarización neuronal al unirse a los nAChRs permitiendo la entrada de sodio y calcio, 
aumentando así la liberación de dopamina. Se sabe que la acumulación de algunas proteínas como sinucleína puede promover el 
mal ensamblaje del complejo SNARE, por lo que Sph, al ser una proteína que interactúa fuertemente con sinucleína, podría estar 
promoviendo el mismo efecto, inhibiendo así la liberación de dopamina. Adicionalmente, un posible transportador de la nicotina podría 
introducir a la nicotina al interior de la célula para tener un efecto sobre los agregados, impidiendo su acumulación, aunque esto solo 
es algo hipotético y aun no comprobado. En esta hipótesis la acumulación de dopamina en el interior de la neurona sería una de las 
principales responsables de la muerte neuronal por aumento de especies activas de oxígeno (ROS) que derivan de la oxidación de la 
amina. En esta tesis pudimos comprobar que la nicotina tiene efectos sobre los niveles de la TH aumentándolos (flecha azul), mientras 
que la sola expresión de Sph-1 los reduce (flecha roja). 

 

Un hallazgo interesante de este trabajo es que la nicotina no tiene efectos benéficos en las 

moscas control; de hecho, reducen su esperanza de vida e inducen el deterioro motor en estos 

animales. Estos resultados son consistentes con lo que se ha reportado previamente en moscas 

mutantes de Parkina donde se ha demostrado que la nicotina también promueve la sobrevivencia 

solo en el genotipo predispuesto al fenotipo parkinsoniano. Es importante destacar que en ambos 
casos los efectos de la nicotina dependen de la dosis (Chambers et al., 2013). Este trabajo no permite 

definir una razón especifica por la que la nicotina afecta negativamente a las moscas control y 

positivamente a las moscas modelo de la EP. Sin embargo, una posible explicación para estos 

efectos es que la nicotina mejora directamente el metabolismo celular y la funcionalidad general en 

las células. Por lo tanto, en células con problemas metabólicos, como las neuronas dopaminérgicas 

que expresan Sph-1 y que contienen niveles reducidos de amina, la activación de los receptores 

nicotínicos, la consiguiente despolarización y el aumento del calcio intracelular mejora la síntesis y 
liberación de este neurotransmisor, mejorando así la función dopaminérgica (Herman et al., 2014; 

Wing et al., 2015). Por otro lado, en las moscas no parkinsonianas y que exhiben niveles normales 
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de dopamina, la nicotina podría actuar de forma tóxica, debido a que la promoción del metabolismo 

de la dopamina podría resultar en la generación de quinonas y un desequilibrio oxido-reducción 

intracelular. Es claro que se necesitan más investigaciones para avanzar en la comprensión sobre 
cómo la nicotina afecta diferencialmente a estos genotipos. 

 

Por otra parte, la serotonina se ha estudiado amplia y principalmente en conductas complejas 

como la agresión y el estado de ánimo, teniendo un papel muy relevante en algunos desórdenes 

mentales como el autismo, la esquizofrenia y el déficit de atención (Carvajal-Oliveros & Campusano, 

2021). La evidencia de interacciones entre el sistema dopaminérgico y serotoninérgico ha sido 

ampliamente documentado en mamíferos e invertebrados, en donde se ha observado que la 

serotonina actúa como un inhibidor, mientras que la dopamina participa principalmente en la 

excitación neuronal (Kasture et al., 2018). Alterar el sistema serotoninérgico por si solo usando el 

promotor de la enzima triptófano hidroxilasa o en conjunto con el dopaminérgico usando el promotor 
de la dopa descarboxilasa, se han logrado formular algunas conjeturas acerca del papel que tiene 

este neurotransmisor en la progresión del fenotipo parkinsoniano. Por ejemplo, se conocen los 

efectos al disminuir los niveles de serotonina en el cerebro y es interesante ver que estos están 

relacionados con algunos fenotipos no motores de la EP, como son la fatiga, la depresión, los 

desórdenes del sueño y las alteraciones visuales (Politis & Niccolini, 2015). Al evaluar distintos 

fenotipos asociados a la EP, tanto motores como no motores, también se ha logrado entender mejor 

el papel que tienen tanto la serotonina como la dopamina en la gravedad de estos síntomas, además 

de saber el efecto al tratarlos con nicotina, esto sabiendo que la nicotina es capaz de estimular al 
sistema serotoninérgico a través de aumentar la cantidad de serotonina disponible en el cerebro 

(Bhalsinge et al., 2017).  

 

 Los resultados muestran que la sobrevivencia parece no ser afectada cuando se altera el 

sistema serotoninérgico con la expresión de Sph-1, aunque la nicotina si aumenta ligeramente la 

sobrevivencia de estas moscas sobre todo en edades avanzada. Por el contrario, se pudo determinar 

que, para el sistema dopaminérgico, la nicotina resulta crucial en la reducción de la sobrevivencia. 

Cabe recalcar que, para esta parte del proyecto, en la que se determinó del papel del sistema 

serotoninérgico en el desarrollo de la EP relacionada a la expresión de Sph-1, se uso otra línea de 

moscas para la expresión de esta proteína en el sistema dopaminérgico. Adicionalmente, se usó la 
ddc para alterar ambos sistemas, aun así, se reprodujeron los datos de la primera parte de la tesis, 

en donde la expresión de Sph-1 reduce drásticamente la vida de las moscas y la nicotina rescata 

este fenotipo. Esto permite concluir que la dopamina es un neurotransmisor muy importante en el 
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mantenimiento de la sobrevivencia de las moscas. Por otro lado, en el caso de la evaluación del 

movimiento por medio de la geotaxis negativa, se observó que la dopamina es el neurotransmisor 

mas importante en la regulación de este fenotipo, y que la nicotina inclusive tiene efectos negativos 
sobre él, reduciéndola en edades avanzadas. Esto concuerda con algunos reportes que indican que 

la afectación serotoninérgica parece no tener efecto sobre los fenotipos motores como las 

discinesias, aunque existen algunos estudios que indican que si con la pérdida de la postura y los 

temblores en reposo (Fox et al., 2009; Politis & Niccolini, 2015). 

 

Los fenotipos no motores evaluados como la estimulación visual y el olfato, parecen tener 

un componente principal serotoninérgico. En estos se pudo observar cómo existe una alteración 

significativa en los parámetros de pérdida del olfato y los obtenidos en los electroretinogramas 

principalmente en edades tempranas. Esto nos permite pensar que puede existir una alteración 

serotoninérgica inclusive antes de la alteración dopaminérgica en la EP. Se sabe que existe también 
una muerte de las neuronas serotoninérgicas, principalmente en el núcleo de Rafé, que proyectan 

hacia el estriado y algunas zonas de la sustancia nigra pars reticulata, sumado además de que se 

han identificado CL en la zona del núcleo de Rafé, que se sabe es rica en neuronas serotoninérgicas 

(Fox et al., 2009). Todo esto permite pensar que una disminución de los niveles de serotonina 

disponibles en el cerebro podría desencadenar la consecuente disminución de los niveles de 

dopamina.  

 

En cuanto a los niveles de las enzimas limitantes para la síntesis de ambos 

neurotransmisores, fue interesante ver como existe reducción de estas, incluso cuando no se esta 

afectando el circuito neuronal al que pertenecen tanto en edades avanzadas como en edades 
tempranas. A nivel de desarrollo, la serotonina cumple un papel muy importante en el correcto 

desarrollo de la inervación dopaminérgica, y esta relacionada con el desarrollo de esquizofrenia, 

depresión y la EP. Sumado a esto, también se sabe que la depleción de dopamina resulta en una 

mala inervación serotoninérgica, lo que de nueva cuenta habla de un “cross-talk” entre ambos 

circuitos (Kasture et al., 2018) 

 

El diagnóstico temprano de la EP podría dar un mejor pronóstico y manejo terapéutico, lo 

cual sería relevante para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Desgraciadamente esto sigue 

siendo difícil y, una vez que se llega al diagnóstico, existen muy pocas opciones de tratamiento para 

los pacientes con EP. La L-DOPA sigue siendo el tratamiento más utilizado para la EP y su 
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administración suele comenzar una vez que los síntomas motores son evidentes. Se sabe que este 

químico induce tolerancia y después de un periodo de administración su eficacia se reduce, haciendo 

reaparecer las discinesias (Fahn, 2008; Schapira et al., 2009). Por ello, se continúa la búsqueda de 
nuevos tratamientos con menos efectos secundarios y es uno de los puntos mas importantes en las 

investigaciones de la EP. Los resultados de este proyecto muestran que el tratamiento crónico con 

nicotina resulta ser benéfico en el modelo de mosca Sph-1 y que inclusive es benéfico cuando ya los 

síntomas motores son muy evidentes. Estos resultados destacan la necesidad de seguir estudiando 

los efectos de la nicotina en modelos de la EP como las moscas que expresan Sph-1 y refuerzan la 

idea de que la nicotina podría ser una molécula interesante para la investigación y desarrollo de 

nuevos tratamientos contra la EP. 

 

Los datos muestran que el modelo de la EP en el que se promueve la expresión de Sph-1 

en neuronas dopaminérgicas brinda una buena oportunidad para estudiar los síntomas tempranos 
de la EP como la alteración del olfato, así como también para el estudio de los síntomas tardíos 

como lo son la neurodegeneración y el deterioro motor. Por otro lado, trabajar en este modelo animal 

permite avanzar en el estudio de los efectos terapéuticos del tratamiento con nicotina sobre varios 

fenotipos relacionadas con la EP. El efecto protector de la nicotina parece ser específico para el 

genotipo predispuesto a desarrollar un fenotipo parkinsoniano y proporciona una pista sobre la idea 

de que el tratamiento con nicotina, incluso en las etapas posteriores de la enfermedad, podría ser 

benéfico para los pacientes. Estos hallazgos proporcionan nuevas ideas que contribuyen a una mejor 

comprensión de los mecanismos subyacentes a los efectos positivos de la nicotina en la EP. 

 

En conclusión, Drosophila melanogaster representa un modelo biológico muy importante 
para entender algunos aspectos moleculares de las enfermedades neurogenerativas. El tamaño del 

organismo confiere ventajas que permiten manipularlo de una manera sencilla y rápida; por otro lado 

el sistema nervioso de este animal es relativamente poco “complejo”, lo que nos permite entender 

mas profundamente su fisiología y funcionamiento (Carvajal-Oliveros, tesis de licenciatura 2017). 

Por lo anterior, Drosophila melanogaster, representa un modelo excelente para la evaluación de 
farmacos que pudiesen retrasar o contrarrestar el fenotipo causado por la EP. Finalmente, en este 

trabajo, se pudo determinar que este organismo modelo brinda excelentes ventajas en el estudio de 

la alteración de diferentes circuitos neuronales, permitiendo así la elucidación de los procesos 

moleculares y celulares que desencadenan esta patología. 
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12.- CONCLUSIONES. 

• La expresión de Sph-1 en las neuronas dopaminérgicas promueve una pérdida significativa 

de la sobrevivencia de las moscas, mientras que la nicotina promueve la protección ante 

esta reducción, siendo mas efectiva a la concentración de 24 µM. Por otro lado, la nicotina 
promueve la pérdida de la supervivencia en aquellas moscas sin predisposición genética al 

fenotipo parkinsoniano.  

 

• La expresión de Sph-1 promueve la pérdida de la movilidad, mientras que la nicotina también 

tiene un efecto benéfico en este fenotipo, retrasando la pérdida de la movilidad.  

 

• La expresión de Sph-1 promueve pérdida del olfato en moscas jóvenes, lo que nos indica 

que el modelo de expresión de esta proteína también promueve la aparición de fenotipos no 

motores.  La nicotina no tiene efectos en el olfato en edades avanzadas.  

 

• La nicotina promueve la pérdida de la capacidad olfativa en moscas control, lo que de nueva 

cuenta muestra que la nicotina tiene efectos negativos cuando no existe predisposición 

genética al desarrollo del fenotipo parkinsoniano.  

 

• La expresión de Sph-1 promueve pérdida neuronal, asi como disminución de los niveles de 

th y dopamina. Esto permite pensar que parte de éste aumento en la cantidad total de 

dopamina se debe en parte a la sintesis de novo.  

 

• La nicotina promueve la sobrevivencia neuronal especificamente en edades avanzadas, lo 

que permitiria contar con una mayor disponibilidad de la dopamina cuando ya existe una 

evidente reducción de las neuronas funcionales.  

 

• El tratamiento tardío con nicotina rescata la sobrevivencia, mientras que la interrupción del 

tratamiento la disminuye. Esto favorece la hipótesis de que la nicotina promueve efectos 
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benéficos a corto plazo, y que no a largo plazo, ya que la interrupción del tratamiento reduce 

la sobrevivencia.  

 

• La afectación del sistema serotoninérgico no tiene efectos sobre la supervivencia, mientras 

que la del dopaminérgico si. Este resultado indica que la dopamina es un neurotransmisor 

muy importante para la sobrevivencia. Por otro lado la nicotina solo tiene efectos benéficos 

cuando se altera el sistema dopaminérgico. 

 

• La pérdida de la movilidad es un fenotipo más relacionado con el circuito dopaminérgico, la 

nicotina promueve un ligero aumento de movilidad, aunque debido a que se evaluó a una 

edad muy avanzada, la protección dada por esta molécula ya no es tan significativa.  

 

• La nicotina promueve la pérdida de la movilidad cuando se afecta el sistema serotoninérgico, 

al igual que el grupo control. 

 

• El circuito serotoninérgico es el principal responsable de la pérdida de la capacidad olfativa, 

esto permite formular la hipótesis de que la serotonina puede ser responsable de la 

aparación de síntomas no motores.  

 

• En términos de la capacidad visual, cuando se expresa Sph-1 en el circuito serotoninérgico, 

los síntomas parecen aparecer mas temprano, mientras que cuando se expresa en Sph-1 

en el circuito dopaminérgico los síntomas tienden a aparecer mas tarde. Esto de nuevo 

refuerza la teoría de que la alteración de la comunicación serotoninérgica podría 

desencadenar la aparición de síntomas motores.  

 

• Los niveles de las enzimas limitantes en la síntesis de dopamina y serotonina, se afectan 

con la expresión de Sph-1, incluso cuando no se afecta el circuito al que pertenecen con la 
expresión de Sph-1, lo que indica que existe una fuerte relación y comunicación entre ambos 

circuitos en la EP. 
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• Dado que se pudo observar que la serotonina parece ser la responsable de la aparición de 

los síntomas no motores, el estudio de este neurotransmisor podría ser relevante en el 

estudio de la etapa presintomática de la EP.  

 

• Sph-1 es una proteína que se ha estudiado muy poco en la patofisiología de la EP. El modelo 

de Drosophila melanogaster, resulto ser un excelente modelo para el estudio de la dinámica 

y progresión de la EP ocasionada por la posible agregación de esta proteína.  
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13.- PERSPECTIVAS. 

 

• Evaluar el efecto de la nicotina en un modelo in vitro de la enfermedad de Parkinson, para 
caracterizar a fondo el efecto de esta molécula a nivel molecular y la vía especifica en la que 

brinda la protección. 

 

• Estudiar el efecto de alterar otros circuitos neuronales que pudiesen estar afectados en la 

enfermedad de Parkinson y que permitan encontrar mejores blancos en el estudio de esta 
patología.  
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Nicotine suppresses Parkinson’s 
disease like phenotypes induced 
by Synphilin‑1 overexpression 
in Drosophila melanogaster 
by increasing tyrosine hydroxylase 
and dopamine levels
Angel Carvajal‑Oliveros1, Carmen Domínguez‑Baleón1, Rafaella V. Zárate2, 
Jorge M. Campusano2, Verónica Narváez‑Padilla3 & Enrique Reynaud1*

It has been observed that there is a lower Parkinson’s disease (PD) incidence in tobacco users. Nicotine 
is a cholinergic agonist and is the principal psychoactive compound in tobacco linked to cigarette 
addiction. Different studies have shown that nicotine has beneficial effects on sporadic and genetic 
models of PD. In this work we evaluate nicotine’s protective effect in a Drosophila melanogaster model 
for PD where Synphilin‑1 (Sph‑1) is expressed in dopaminergic neurons. Nicotine has a moderate 
effect on dopaminergic neuron survival that becomes more evident as flies age. Nicotine is beneficial 
on fly survival and motility increasing tyrosine hydroxylase and dopamine levels, suggesting that 
cholinergic agonists may promote survival and metabolic function of the dopaminergic neurons that 
express Sph‑1. The Sph‑1 expressing fly is a good model for the study of early‑onset phenotypes such 
as olfaction loss one of the main non‑motor symptom related to PD. Our data suggest that nicotine 
is an interesting therapeutic molecule whose properties should be explored in future research on the 
phenotypic modulators of the disease and for the development of new treatments.

PD is the second most common neurodegenerative disorder and it is characterized by the loss of dopaminergic 
neurons of the sustantia nigra pars compacta. Neuron cell death diminishes the amount of dopamine released 
in the striatum and other parts of the brain leading to the characteristic motor symptoms associated with this 
disease. Non-motor symptoms are also observed, including loss of olfaction and sleep  disorders1–3. In classic PD, 
is possible to find intracellular protein inclusions in the soma of the surviving dopaminergic neurons, known 
as Lewy  bodies4. The primary component of these aggregates is α-Synuclein (α-Syn), a protein vastly found in 
pre-synaptic terminals, which has been proposed to be involved in assembly of the SNARE complex and neuro-
transmitter  release5–7. α-Syn monomers interact with each other to form oligomers and promote the accumulation 
of other proteins. Proteomic assays have shown a physical interaction of α-Syn with at least another 571 proteins, 
among which the most important are the PD associated proteins PINK1, LRKK2 and Sph-18.

Sph-1 has been involved in the progression of PD and it is also one of the most abundant components of 
Lewy bodies. Human Sph-1 is a 919 amino acid cytoplasmic protein codified by the gene SNCAIP. Sph-1 inhib-
its the E3 ubiquitin ligase activity of SIAH1 and the proteasomal degradation of several proteins including its 
 own9. Sph-1 appears to be important for synaptic connections but its specific functions, just as those of α-Syn, 
are  unknown10. It has been proposed, that Sph-1 might be involved in supporting proteasome degradation, 
and given its strong interaction with α-Syn, it could play a central role in Lewy body formation and synaptic 
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 function11,12. Sph-1 has at least eight isoforms and some of them lack the N-terminal domain, a feature known 
to promote its  aggregation13–15.

Currently, there are only symptomatic treatments for PD. Therefore, it is of crucial importance to search for 
molecules that might help maintain dopaminergic neuron function or prevent degeneration caused by protein 
 accumulation16. Remarkably, one of these potentially protective molecules is nicotine, the primary psychoactive 
substance of tobacco. Epidemiologic research has shown that tobacco use may reduce up to 50% the risk of suffer-
ing  PD17–19. Although nicotine is known as an acetylcholine receptor agonist that promotes cellular excitability, 
the mechanisms underlying its cytoprotective mechanisms are  unknown20.

Here, we evaluated the effect of a chronic nicotine treatment on a Drosophila melanogaster model for PD 
generated by the expression of human Sph-1 in dopaminergic neurons. Our results show that expression of 
Sph-1 in Drosophila central nervous system (CNS) neurons promotes characteristic Parkinsonian phenotypes 
such as motor impairment, neuronal death and dysregulation of the dopaminergic neural system. Remarkably, 
the fly PD model also exhibits olfactory dysfunction in young flies, probably the most important early-onset, 
non-motor symptom of the disease. Nicotine treatment has a beneficial effect on survival, motility and dopamine 
levels in flies that express Sph-1 and are therefore predisposed to dopaminergic neurodegeneration. On the other 
hand, nicotine has deleterious effects in control flies. These data suggest that Sph-1 expression in Drosophila 
CNS neurons is a good model to study the progression of PD through aging. The demonstration that nicotine 
counteracts several PD phenotypes, makes this molecule a very interesting seed compound for the search of 
new chemicals against PD.

Methods
Genotypes and crosses. All behavioral experiments were performed with male flies. Flies were fed with 
standard cornmeal-yeast food and kept at 25  °C in an incubator under 12/12 light/dark cycle. UAS-GFP, th-
GAL4 and w1118 were obtained from the Bloomington Drosophila Stock Center. UAS-Sph was generated in our 
laboratory and expresses the canonical 919 amino acid long isoform 1 as reported in the UniProt database 
(https:// www. unipr ot. org/ unipr ot/ Q9Y6H5)21. Experimental genotype was UAS-GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+. 
Control flies (UAS-GFP/+; th-GAL4/+) were in all cases the progeny of the UAS-GFP/UAS-GFP; th-GAL4/th-
GAL4 crossed with w1118.

Nicotine treatment. Standard cornmeal-yeast food was supplemented with 24  µM nicotine base. Flies 
were transferred to fresh food vials supplemented with nicotine every third day for the duration of the experi-
ment.

Life expectancy and motility assays. Groups of 20 one-day old male flies were placed in standard corn 
meal agar food with or without nicotine (experimental and control groups, respectively) at the corresponding 
concentrations. Animals were transferred to fresh vials every 4  days; dead, trapped and escaped individuals 
were recorded (n = 100 per group). Assays were performed at 25 °C under 12/12 h light/dark cycle. Parameters 
analyzed include the maximum life span (the time point at which no alive flies are found), and the half lifespan 
(the time point where 50% of flies have died). In the discontinuation of chronic nicotine treatment or late in 
life treatment initiation experiments, an initial cohort of 200 individuals of the corresponding genotypes was 
separated in two groups of 100 individuals each: one group was treated with nicotine only for the first half of its 
life-expectancy (first 60 days after eclosion), while the other was treated only for the second half of its life expec-
tancy (treatment initiated only after 60 days of aging); both groups were reared an analyzed simultaneously for 
their whole life-span until there were no survivors.

Negative geotaxis was assayed essentially as reported by  Ali22; flies were aged and their climbing was measured 
every 5 days until they were 60 days old. Five vials with 10 flies of the corresponding genotype were analyzed. 
Flies were forced to the bottom of the vial with three gentle taps. Then, their ability to climb over 10 s to a 5 cm 
mark was quantified. Animals were allowed to rest for a minute and then the assay was repeated with the same 
population. This procedure was repeated ten times in total.

Spontaneous activity was quantified using the Drosophila Activity Monitor (TriKinetics)23; 14 individuals of 
each genotype, age and treatment were allowed to adapt for 24 h to the setup, and afterwards data was recorded 
for 3 days in a 12 h light/dark cycle. Activity was analyzed separately for the light and dark periods.

Olfactory assays. Olfactory test was analyzed using the BuriTrack  software24. Briefly, individual flies of 
each genotype and treatment were placed on a circular white arena (39 mm wide 2 mm tall). Aversive olfactory 
stimulus (100 µl 1% benzaldehyde -Bz- in water on a small cotton ball) and control (100 µl distilled water on a 
small cotton ball) were presented through 0.1 mm holes on opposite sides of the arena. The preference of flies 
for either side of the arena was quantified according to Molina-Mateo et al.25. The performance index is reported 
(n = 15 for each genotype and treatment).

Neuronal survival quantification. GFP expression in UAS-GFP/+; th-GAL4/+ organisms were used as a 
reporter for surviving dopaminergic neurons. Neuronal survival was quantified by dissecting out brains of the 
corresponding age and treatment. Brains were fixed with 4% formaldehyde in PBS, mounted individually in Citi-
fluor (Ted Pella Inc. Redding, CA.) and images were taken at the National Laboratory of Advanced Microscopy 
using a confocal Olympus FV10 microscope with a 20X objective. Five brains of each genotype, age and condi-
tion were counted in a blinded manner. Confocal acquisition parameters were set and fixed using 10 days old 
control flies (UAS-GFP/+:Th-GAL4/+). the whole brain was sampled avoiding pixel saturation in the brightest 
section with optimal pinhole aperture and optimal section thickness, steps were 0.5X section thickness so the 
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whole tissue was sampled twice, after data collection, maximum intensity projections (assembled with image J, 
https:// imagej. nih. gov/ ij/ taking in account section thickness and 2X oversampling) were used to make a single 
flat image and neurons were counted, if there was ambiguity about the number of neurons in a particular cluster 
in a particular maximally projected brain image, individual sections were analyzed. All other conditions and 
genotypes were acquired using these pre-set acquisition parameters.

Dopamine quantification. Total brain dopamine was quantified as in Molina-Mateo et al.25 using HPLC 
(BAS, West Lafayette, IN) coupled to electrochemical detection. Briefly, adult brains of the corresponding age 
and treatment were dissected, homogenized using sonication in 0.2 N Perchloric acid and the solution filtrated 
through a 0.2 µm filter. 5 µl of the extracts were injected in the HPLC system with the following configuration: a 
pump (model PM-80), a SepStick microbore column, and an amperometric detector (model LC-4C). The HPLC 
mobile phase, consisting of 0.1 M  NaH2PO4, 1.8 mM 1-octanesulfonic acid and 1 mM EDTA (pH adjusted to 
2.3) was pumped at a flow rate of 60 μl/min. The potential of the amperometric detector was set at 0.650 V. Under 
these experimental conditions, retention times were 5.50 and 6.80 min for L-DOPA and dopamine, respectively. 
Samples were analyzed by comparing the peak area of the neuroactive molecules and their elution times with 
respect to reference standards. The detection limit for L-DOPA and dopamine was 0.5 fmol/μl, allowing meas-
urement of baseline levels.

Western blot densitometry. Total head extracts were used for semiquantitative densitometric Western 
blot. Briefly, 50 µg of protein were loaded in 12% Laemmli-SDS-PAGE gels (Biorad Mini protean gel electro-
phoresis system) and transferred to nitrocellulose membranes for 3  h at 250  mA. Membranes were blocked 
overnight at 4ºC temperature with PBS 0.1% tween (PBST) supplemented with 10% milk. Membranes were then 
incubated at 4 °C overnight with antiTH (Inmunostar 1:1000) in 5% milk PBST, washed 3 times with PBST and 
incubated at room temperature for 1 h with KPL HPRT goat-antimouse (Sera Care) in 5% milk PBST. Blots were 
then washed 3 times in PBST, and bands were detected using the SuperSignal West pico Chemiluminiscence 
Substrate (ThermoFisher) according to manufacturer’s instructions. Blot signals were digitalized and quantified 
using ImageJ. Mouse monoclonal anti-actin (DHB, 1:3000) was used as loading control.

Statistical analysis. Differences between groups were assessed using ANOVA and Tuckey’s pot-hoc test. 
Survival (life expectancy) was analyzed using the Mantel-Cox log-rank test. Survival of aged flies (older than 
80 days of age) was analyzed using Fisher’s exact test. Average data is plotted with its corresponding Standard 
Error, for each experiment the number of individual experiments is shown. Significance was defined as p < 0.05. 
All data was analyzed using GraphPad Prism 8 software.

Ethical approval.. No human or vertebrates were used in this works. The project was approved by the 
Bioethical Committee of the Instituto de Biotecnología and performed accordingly to the ethical guidelines of 
our institution.

Results
Determination of optimal nicotine dosage. We determined an optimal nicotine concentration that 
was the least harmful to wt flies and the one that had the most beneficial therapeutic effect in the experimental 
flies through a set of preliminary dose–response experiments (Supplementary Fig.  1) that consisted in long 
term survival experiments in food supplemented with fixed doses of nicotine base (12, 24, and 48 µM). These 
doses were equivalent and had a similar effect to the ones used by Chambers et al.26. All subsequent experiments 
were performed at 24 µM after determining that this was the optimal concentration. Even though, this nicotine 
concentration may superficially appear to be high, it is in the lower range of the concentrations used in other 
animal models such as mice and zebra fish that tend to be a lot higher. In mice, nicotine experimental concen-
trations range from 25 to 400 µM27. In zebra fish where the actual absorption is much higher because nicotine 
is supplemented in the water where the fish swim and it is absorbed through the skin, the range of nicotine 
concentrations used is from 5 to 100 µM28. In any case, the amount of nicotine fed to the flies is not the actual 
concentration reaching tissues and organs. In our experience, when animals are fed a chemical, the actual con-
centration that reaches the internal organs is about 1/100 of the original  dose29. Thus, given that the concentra-
tion of nicotine chosen in our study for feeding experiments is 24 µM, it is reasonable to estimate that the actual 
concentration in the hemolymph or the fly brain is about 200 nM. Interestingly, it has been established that in 
humans, the peak concentration of nicotine in the blood after smoking one cigarette is about 300  nM30 which is 
a very similar concentration to the one estimated to reach the brain in our experiments.

Nicotine promotes survival in flies that express Sph‑1. We defined the most effective chronic dose 
of nicotine on the lifespan of flies that have been previously used as a model for PD (UAS-GFP/UAS-Sph; th-
GAL4/+)21 (Fig. 1 and Supplementary Fig. 1). Flies that co-express Sph-1 and GFP in their dopaminergic neu-
rons exhibited a half-life of 7 weeks. Nicotine treated flies of the same genotype had a significant increase in their 
maximum life span from 16 to 17 weeks and also in their half-life from 7 to 13 weeks (Fig. 1). As a control geno-
type we used UAS-GFP/+; th-GAL4/+ that expresses GFP, a protein unrelated to PD. Interestingly, the maximum 
lifespan and half life expectancy of nicotine treated control flies were significantly reduced from 18 to 16 weeks, 
and from 14 to 13 weeks respectively (Fig. 1). We also tested the effect of nicotine treatment in flies that express 
α-synuclein and GFP in their dopaminergic neurons (UAS-GFP/+; th-GAL4/UAS-SNCA), these flies have milder 
and more subtle phenotypes. Consistent with our results with Sph-1 expressing flies, nicotine treatment sig-
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nificantly improved motility and survival parameters of the α-synuclein expressing flies while having a deleteri-
ous effect on the control genotype. It has previously been reported that the co-expression of Sph-1 and α-Syn 
partially suppresses the toxicity caused by the expression of either of the proteins alone. Interestingly, when we 
treated these flies (UAS-GFP/UAS-Sph-1; th-GAL4/UAS-SNCA) that have a milder PD-like phenotypes with nic-
otine, its effect still significantly improves their motility while slightly reducing maximal lifespan Fig. 2)21. These 
data support the idea that nicotine promotes survival only in flies predisposed to develop a PD-like phenotype.

Nicotine rescues motility in flies that express Sph‑1. One of the most characteristic phenotypes 
of PD is the impairment in spontaneous and induced  motility31. The startle-induced climbing assay (negative 
geotaxis) is a paradigm that has been used to study how locomotion is reduced as flies age. Consistent with this, 
our data show that the climbing ability of flies diminishes as they age (Fig. 3A,B). Interestingly, untreated flies 
expressing Sph-1 in their dopaminergic neurons showed significantly faster decay in the startle-induced climb-
ing ability in comparison with control animals (Fig. 3A,B). In order to quantify this effect, we recorded the accu-
mulated motility over time (expressed as Area Under Curve). Our data show that Sph-1 expressing flies (green 
solid lines) exhibit reduced motility compared with control animals (Fig.  3A black solid lines). Remarkably, 
nicotine treatment completely suppresses this phenotype in Sph-1 expressing flies (Fig. 3A magenta dotted lines, 
and 3B). On the other hand, control flies treated with nicotine showed a significant reduction in their climbing 
ability (Fig. 3A, red dotted lines and B).

Experiments aimed at evaluating spontaneous activity show similar results, being the effect only observable 
during the light periods. Animals expressing Sph-1 show reduced spontaneous motility in comparison with the 
control genotype, particularly at older ages (Fig. 3C,D). This can be better evidenced when looking at actograms 
of these two strains (Fig. 3D). On the other hand, the motor phenotype observed in Sph-1 expressing animals 
is partially suppressed by chronic nicotine treatment (Fig. 3C, magenta dotted lines). Control animals that do 
not express Sph-1 exhibit reduced spontaneous motility when treated with nicotine (Fig. 3C, red dotted lines). 
Spontaneous activity at dark periods is not different (Supplementary Fig. 2).

Sph‑1 expression induces impairment in olfaction in young flies. A recognized PD feature is early 
onset olfactory  loss32. We decided to assess olfactory responses in the Sph-1 expressing flies. Newly eclosed (one 
day old) flies exhibit strong aversion towards the odorant benzaldehyde (1%), evidenced by a Performance Index 
close to 0.5. Figure 4A,B show that newly eclosed flies that express Sph-1 in their dopaminergic neurons have 
a significant reduction in their response towards Bz compared with control animals. If the animals are aged for 
20 days no olfactory phenotype is observed in Sph-1 expressing animals compared with control flies. Chronic 
nicotine treatment reduced the aversive response to benzaldehyde in aged control animals while induced a slight 
but not significant increase in olfactory performance in aged Sph-1 expressing flies (Fig. 4C,D). These data sup-
ports the hypothesis that nicotine treatment negatively affects olfactory performance of control animals.

Nicotine treatment increases tyrosine hydroxylase levels and brain dopamine content. The 
nicotine effect on fly survival (Fig. 1) and motility (Fig. 3), might be explained by a modification in some of the 
functional properties of dopaminergic neurons, leading to cell survival and/or preserving neuronal function. We 
decided to explore both possibilities. We assessed the total number of dopaminergic neurons in the genotypes of 
interest and their change as flies age. We then evaluated whether nicotine treatment affects the number of sur-
viving dopaminergic neurons in these animals. Our data show that the number of tyrosine hydroxylase positive 
neurons decrease in both genotypes, over aging (Fig. 5A,B and Supplementary Fig. 3). The number of positive 

Figure 1.  Nicotine treatment increases lifespan in Sph-1 expressing flies, while reduces it in control animals. 
Lifespan in control animals (that do not express Sph-1) is reduced when treated with 24 µM nicotine. Flies 
expressing Sph-1 in dopaminergic neurons have a significantly reduced life span (green solid line). However, this 
is rescued by chronic nicotine treatment (magenta dotted lines). Data of untreated control animals are presented 
with black solid lines; data of nicotine-treated control animals are graphed with red dotted lines. Statistical 
analyses were performed using Log-rank (Mantel-Cox) test. Asterisks are used to show statistical significance 
between the untreated control line (UAS-GFP/+; th-GAL4/+) and all the other genotypes and conditions, the 
number symbol (#) is used to show statistical significance between the treated and untreated Sph-1 lines (UAS-
GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+) **** or ####P < 0.0001, n = 200 animals per experimental condition. All treated 
animals were chronically exposed to 24 µM nicotine.
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cells decreases faster in animals expressing Sph-1 in their dopaminergic neurons than in control flies, which is 
evidenced by the slope of the curves. Importantly, the rate of dopaminergic neuron decay is slowed down by 
nicotine treatment in the PD fly model, an effect that is more evident at later time points (40 days old and older). 
The evaluation of the number of dopaminergic neurons in 60 days old flies, show that nicotine treatment signifi-
cantly increases the number of surviving dopaminergic neurons in Sph-1 expressing animals (Fig. 5B). On the 
other hand, nicotine treatment did not have any effect on the rate of dopaminergic cell loss in control animals 
(Fig. 5A), which is also evidenced in their number of surviving dopaminergic cells (Fig. 5B). Thus, our data 
suggest that at least some of the effects induced by nicotine on survival and motor behavior, involve differential 
changes of this cholinergic agonist on the two genotypes.

We then decided to determine if nicotine can affect dopaminergic function later in life. In order to explore 
this possibility, we evaluated total brain dopamine content in young and aged adult Drosophila brains. Our 
results show that there is a decrease in total dopamine levels in newly eclosed flies that express Sph-1 in their 
dopaminergic neurons compared with control animals (Fig. 6A). The difference in brain dopamine content 
observed between the experimental and control strains can still be observed in twenty days old flies (Fig. 6B). 
Chronic nicotine treatment significantly increases the dopamine levels in Sph-1 expressing flies to control levels. 
However, brain dopamine levels in control animals are not affected by nicotine treatment (Fig. 6B). Consistently 
with the reduced brain dopamine levels in Sph-1 expresing animals, newly eclosed flies that express Sph-1 exhibit 
decreased levels of tyrosine hydroxylase isoform 1 which is expressed in the dopaminergic neurons throughout 
the fly´s life. In young flies the higher MW cuticle specific isoform 2, can also be detected; this isoform stops 
being expressed as soon as the cuticle is melanized and can no longer be detected in aged  flies33 (Fig. 6C and 
Supplementary Fig. 4). The aged PD fly model also exhibited reduced tyrosine hydroxylase protein expression 

Figure 2.  Nicotine treatment increases motility in α-synuclein (SNCA) expressing flies, while reduces it in 
control animals. (A) Lifespan and motility in control animals (that do not express SNCA) are reduced when 
treated with 24 µM nicotine. Flies expressing SNCA in dopaminergic neurons have a significantly reduced life 
expectancy which is similar in chronic nicotine treated animals (24 µM). (B) However, motility is rescued in 
genotypes that are predisposed to PD like symptoms and treated with nicotine. (C,D) show the lifespan and 
motility in animals that co-express Sph-1 and α-Syn. As previously reported 21, animals that co-express both 
proteins have a milder phenotype that the ones that only express Sph-1. It has previously been reported that the 
co-expression of Sph-1 with α-Syn partially suppresses the toxicity caused by the expression of the individual 
proteins. The flies that co-express Sph-1 and α-Syn have milder phenotypes, and the effect of nicotine is also 
more subtle. Regardless of the penetrance of the PD like genotype, nicotine always appears to have beneficial 
therapeutic effects in the organisms that are predisposed to PD like symptoms. Data of untreated control 
animals are presented with black traces solid lines; data of nicotine-treated control animals are graphed with 
red traces dotted lines. Statistical analyses were performed using Log-rank (Mantel-Cox) test. Asterisks are used 
to show statistical significance between the untreated control line (UAS-GFP/+; th-GAL4/+) and all the other 
genotypes and conditions, the number symbol (#) is used to show stratistical significance between the treated 
and untreated SNCA lines (UAS-GFP/+ ; th-GAL4/UAS-SNCA) **** or ####P < 0.0001, ###P < 0.001, ns: no 
aignificative. n = 200 animals per experimental condition. All treated animals were chronically exposed to 24 µM 
nicotine.
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compared with control flies (Fig. 6D and Supplementary Fig. 4). Nicotine treatment did not affect tyrosine 
hydroxylase levels in aged control flies (Fig. 6D and Supplementary Fig. 4). However, nicotine treatment partially 
recovered the deficiency in dopamine and tyrosine hydroxylase protein levels in Sph-1 expressing flies. In fact, 
the significant difference observed between the two strains in control conditions (no nicotine treatment) is no 
longer observed between control and experimental flies due to an increased tyrosine hydroxylase expression 
in experimental flies after chronic nicotine treatment. This finding would be consistent with the idea that the 
recovery of brain dopamine levels observed after chronic nicotine treatment (Fig. 6B), could be at least partially 
explained by the increase in tyrosine hydroxylase protein levels (Fig. 6D).

Nicotine promotes an increase in survival even when treatment begins in aged animals. We 
then decided to determine whether nicotine has a long-lasting effect even if treatment is suspended when flies 
age. We also studied whether starting the nicotine treatment in older animals is still effective at promoting fly 
survival. We determined that the half-life of animals that express Sph-1 is 60 days (Fig. 7A); at this age, par-
kinsonian phenotypes are evident and there is an important decrease in the number of dopaminergic neurons 
(Fig. 5B). To determine if nicotine has a long-lasting effect even if treatment is suspended, we chronically treated 
Sph-1 expressing flies for 60 days and then suspended the treatment; in this condition, a significant lifespan 
extension was observed compared with animals that were never nicotine fed (Fig. 7A,B). Interestingly, files that 
were not treated with nicotine for the first 60 days of their life and then received nicotine also had a significant 

Figure 3.  Nicotine rescues spontaneous and startle-induced motility in animals that express Sph-1 but 
deteriorates locomotion in control flies. (A) Startle-induced response of flies of the control genotype (UAS-
GFP/+; th-GAL4/+) (black solid lines) exhibit a startle-induced response that is reduced when animals are 
treated with nicotine (red dotted lines). Startle-induced motility is significantly better when experimental 
genotype Sph-1 animals (UAS-GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+) (green solid lines) are treated with nicotine (magenta 
dotted lines). (B) Cumulative locomotion in startle-induced experiments was assessed as area under the curve 
from data presented in (A). Results show that motor response is reduced in the Sph-1 expressing flies compared 
with the control genotype and that motility is rescued when experimental animals are treated with nicotine 
(## indicates p < 0.01 compared with control group). In addition, a significant decrease in motor response is 
observed in control flies treated with nicotine compared with flies that did not receive nicotine (#### indicates 
p < 0.0001 compared with control situation). (C) Control animals (black solid lines) exhibit spontaneous activity 
that significantly decreases when flies are treated with nicotine (red dotted lines) while spontaneous activity is 
rescued in the Sph-1 expressing ones (magenta dotted lines). In (A–C), two-way ANOVA followed by Tukey’s 
post-hoc was used to evaluate statistical differences between experimental groups. In all conditions n = 100, 
* indicates p < 0.05; ** indicates p < 0.01; ****indicates p < 0.0001. Data from untreated flies are represented in 
dotted lines, while data from nicotine-treated animals are shown in solid lines. (D) Actograms of control and 
Sph-1 expressing flies. Data from control genotype are presented in black, data from Sph-1 expressing flies is 
shown in red. Two-way ANOVA followed by Tuckey’s post-hoc, ****indicates p < 0.0001 between groups, n = 14 
animals per group. All treated animals were chronically exposed to 24 µM nicotine.
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Figure 4.  Young flies that express Sph-1 in dopaminergic neurons exhibit impaired olfactory responses. (A) 
Heat maps of a typical experiment showing the aversive response towards benzaldehyde (Bz) of recently eclosed 
flies of the control genotype (UAS-GFP/+; th-GAL4/+) and of flies expressing Sph-1 in dopaminergic neurons 
(UAS-GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+). The position of flies over 3 min is presented in color ranges, where red or 
yellow hue represent points in the arena where flies spent longer time, while blue or white hue show regions in 
the arena where flies spent little or no time at all. In both cases, Bz was placed to the left side of the arena. B) 
Quantification of the cumulative behavior of the flies tested for each genotype expressed as Performance Index. 
These data shows that aversive response is reduced in Sph-1 expressing flies compared with control flies. C) 
Representative heat maps of behavior of flies (20 days old) from both genotypes, after chronic treatment with 
nicotine, or in control condition (no treatment). D) Quantification of behavior of several flies (20 days old) 
show no difference in olfactory response between the two genotypes in control condition. Aged control flies 
treated with nicotine show reduced olfactory response compared with control flies not receiving the cholinergic 
agonist. Data from untreated animals were represented in black bars; data from nicotine-treated animals were 
represented in red bars. *P < 0.05, n = 15 animals per condition. Two-way ANOVA. Tuckey’s post-hoc test. All 
treated animals were chronically exposed to 24 µM nicotine.
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extension of their lifespan (Fig. 7C,D). These results indicate that in the PD genotype nicotine has a beneficial 
effect on survival even when the drug is provided at older age, when the parkinsonian symptoms are already evi-
dent. Importantly, this effect appears to be very specific as suspension of the nicotine treatment slightly decreases 
flies’ survival.

Discussion
PD is a neurodegenerative disease that has a multifactorial etiology. Previous research has found evidence of 
genetic and environmental factors that trigger or modulate disease progression. Importantly, only 10% of the 
cases studied have well-defined genetic causes while the rest are considered  sporadic1. It has been recognized that 
α-Syn and Sph-1 have a central role in PD  progression7,34,35. These proteins appear to be associated to different 
cellular functions, in particular to the assembly or recycling of presynaptic vesicles. Research on the processes 
that transform Sph-1 into a toxic protein is likely to be central for our understanding of PD and how neural 
metabolism contributes to this  disease36–38.

A limited number of reports exist on the role of Sph-1 in PD progression. There is evidence that the short 
isoforms of Sph-1 accumulate in post-mortem samples of patients with the disease. In vitro studies show that 
Sph-1 short isoforms promote protein aggregation and  toxicity12. Other studies support that the overexpression 
of Sph-1 or the presence of the mutation R621C in the gene coding for this protein, cause motor impairment and 
cell damage in PD patients and in a transgenic mice  model39. A previous work from our laboratory showed that 
panneurally-expressing Sph-1 flies exhibit motor  alterations21, which is consistent with the present work where 
we express this protein only in dopaminergic neurons. Our data is consistent with the hypothesis that flies that 
exhibit reduced dopamine brain levels are also impaired in their climbing ability. Our results showing alterations 
in basal and startle-induced locomotion are also in agreement with previous reports demonstrating that flies 
that express genes associated with PD exhibit several motor and behavioral phenotypes such as centrophobism, 
bradykinesia and reduction in total distance  traveled21,40,41. Although most research about PD is focused on 
neurodegeneration and motor symptoms, there are many other non-motor symptoms that appear early in the 
disease and are associated to sensory processes such as olfaction, vision, or involve other manifestations like 
gastrointestinal problems and depression. These non-motor symptoms have a negative impact in the quality of life 

Figure 5.  Nicotine promotes dopaminergic neuron survival. A) Dopaminergic neuron loss over time in 
control (UAS-GFP/+; th-GAL4/+) and experimental (UAS-GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+) genotypes; untreated 
populations are represented by solid lines and treated populations by dotted lines. No significant differences 
were evidenced between the treated and untreated control genotype. Flies expressing Sph-1 in dopaminergic 
neurons have significantly fewer neurons than the control genotype throughout their life. However this 
difference becomes smaller between control and the Sph- expressing treated population as flies age. B) The 
number of surviving TH neurons in each experimental condition at the last time point studied (Day 60) 
evidences a reduction in th-positive neurons in the Sph-1 expressing flies compared with control genotype 
(#### p < 0.0001). Interestingly, this analysis also shows that nicotine treatment does not affect the number of 
th-positive neurons in the control genotype (p > 0.05), but it does so in the Sph-1 expressing flies (# p < 0.05 
compared with the control genotype not treated with nicotine). The Sph-1 expressing flies treated with nicotine 
show a partial recovery in the number of th-positive neurons, since it is significantly increased compared with 
not-treated Sph-1 expressing flies (*p < 0.05), but does not reach the number of positive neurons recorded in the 
control genotype (*p < 0.05). In each case, data from controls were represented in black bars; data from animals 
treated with nicotine were represented in red bars. All statistical analysis were from two-way ANOVA followed 
by Tuckey’s post-hoc test, n = 5 fly brains. In all cases experimental animals were treated with 24 µM nicotine.



9

Vol.:(0123456789)

Scientific Reports |         (2021) 11:9579  | https://doi.org/10.1038/s41598-021-88910-4

www.nature.com/scientificreports/

Figure 6.  Nicotine exposure increases brain dopamine and tyrosine hydroxylase levels. (A) Newly eclosed flies (one day old) 
that express Sph-1 (UAS-GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+) show reduced dopamine brain levels compared with control (UAS-
GFP/+; th-GAL4/+) flies. *p < 0.05, t-test (B) After 20 days of aging, dopamine levels are reduced in animals that express Sph-1 
compared with control flies (#p < 0.05). 20 days of chronic nicotine treatment induces an increase in dopamine brain levels 
in Sph-1 expressing flies (*p < 0.05) so amine brain content becomes similar to levels recorded in control flies. Dopamine 
levels in control animals are not affected by the nicotine treatment. In each case, data from controls were represented in black 
bars; data from animals treated with nicotine were represented in red bars. Statistical analysis after two-way ANOVA and 
Tuckey’s post-hoc test (n = 5 samples, each consisting of 5 fly brains). (C) At day one, tyrosine hydroxylase isoform 1 (th1) 
protein levels are reduced in flies that express Sph-1 (UAS-GFP/UAS-Sph; th-GAL4/+) when compared with control flies 
(UAS-GFP/+; th-GAL4/+), as can be observed in a representative experiment (top panel) in young flies. The higher MW 
cuticle-specific tyrosine hydroxylase isoform 2 (th2) can also be detected; this isoform stops being expressed as soon as the 
fly´s cuticle is melanized and cannot be detected in aged flies. Quantification of several blots from independent experiments 
(bottom panel) show significant reduction in tyrosine hydroxylase protein levels (th1). *P < 0.05; t-test compared with control 
strain; n = 3 different samples obtained from independent groups of animals. (D) At day twenty, untreated Sph-1 expressing 
flies show lower tyrosine hydroxylase levels compared with control animals, as evidenced in a typical experiment (top panel). 
Quantification of several blots from three independent biological samples (bottom panel) show a significant lower protein 
expression in Sph-1 expressing flies (*P < 0.05). Nicotine treatment promotes an increase of tyrosine hydroxylase to normal 
levels compared with the control genotype (p > 0.05). Statistical analyses with two-way ANOVA and Tuckey’s post-hoc 
test, in n = 3 independent samples. In all cases experimental animals were treated with 24 µM nicotine, full blots used for 
quantifications are shown in Supplementary Fig. 4.
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of  patients42–44, and are relevant because they are considered early markers of PD. Remarkably, our results show 
that in young Sph-1 expressing flies it is possible to observe a very characteristic non-motor symptom, olfactory 
dysfunction, before the onset of motor disabilities. Thus, the Sph-1 PD model share this characteristic phenotype 
with other animal models of the disease (e.g. the Pink1 mutant flies)25, and provides an excellent opportunity to 
evaluate the effect of potential therapeutic molecules on early stages of PD progression.

In this regard, nicotine is a remarkably interesting molecule, since it is easily available and given its excita-
tory properties is able to induce neuronal activation; despite the fact it has several negative secondary effects. 
Nicotine is a chemical already being consumed by a big proportion of the world population and seems to exhibit 
PD preventive properties. Actually, it has been proposed that people with parkinsonian risk probably discover 
empirically that nicotine suppresses early-onset tremors and begin to self-medicate with tobacco, thus prevent-
ing or delaying the onset of this  disease17,19. Research from other groups has associated nicotine with protective 
and/or preventive effects against parkinsonian symptoms; similar protective effects have been observed in mam-
malian models where dyskinesias are suppressed by nicotine. The understanding of the molecular mechanisms 
that underlie the protective or preventive effects of nicotine, is an important research avenue where the use of 
animal or in vitro models could be very  useful18,26,45–49. Here we decided to advance on this issue, by studying 
the potential anti-parkinsonian effect of nicotine in flies that express Sph-121. Chronic nicotine treatment was 
effective at reducing motor parkinsonian phenotypes caused by Sph-1 expression and it did slow down dopamin-
ergic neuron loss. The increase in dopamine levels in the brains of the Sph-1 flies 20 days after nicotine exposure 
suggests that the protective effect of this drug is via the stimulation of dopamine synthesis and/or release. The 
neuronal activating properties of nicotine may promote a healthier neuronal metabolism that directly augments 
dopamine homeostasis. Previous reports have shown that nicotine directly stimulates dopamine release through 
the activation of nAChRs present in dopaminergic neurons, lowering cytoplasmic dopamine concentrations and 
probably reducing levels of chelatable iron. Nicotine protective effect is mediated through nAChRs activation as 
it is blocked by mecamylamine, at least in other  models49. Lower intracellular dopamine and iron levels induced 

Figure 7.  Late in life nicotine treatment increases survival in old flies that express Sph-1. Fifty percent of the 
population of flies expressing Sph-1 in dopaminergic neurons die by the time they are 60 days old. This time 
point was defined as the moment to shift treatment. (A) Flies that were treated for 60 days with nicotine (and 
were then transferred to normal food for the rest of their lives), had a significantly longer lifespan compared 
with untreated animals; a slight reduction in the lifespan of these flies can be observed when compared with 
animals that were chronically treated with nicotine for their whole life (80 days), however, this reduction was not 
statistically significant between these two groups. (B) Zoom in of the data shown in panel (A) after the 60 day 
time point to better observe the late lifetime effects. (C) Animals not treated with nicotine until they are 60 days 
old and onwards exhibit a significant increase in their lifespan compared with untreated ones. (D) Zoom in of 
the data shown in panel (C) the 60 day time point. Statistical analyses were performed using Log-rank (Mantel-
Cox) test. **P < 0.01, n = 100 animals per experimental condition. Fisher´s exact tests were used to evaluate the 
differences at day 80 (*p < 0.05, ns = no significative).
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by nicotine stimulation reduce oxidative stress and therefore decrease the production of dopamine degradation 
products such as quinones that are known to be toxic. Thus, the intracellular environment becomes less aggres-
sive and proteins that are enriched in Lewy bodies, such as Sph-1 and α-Syn become less prone to aggregate. The 
unaggregated proteins are therefore unable to sequester tyrosine hydroxylase, and keep playing their normal 
functions, which include their interaction with the SNARE complex, thus maintaining the ability of the dopa-
minergic neurons to release dopamine even in a genetic environment that predisposes to  PD50–52. Increased brain 
dopamine levels may be explained by de novo synthesis of the bioamine as the enzyme tyrosine hydroxylase 
exhibits feedback inhibition by the catecholamine. Reducing dopamine intracellular levels might result in less 
enzyme inhibition and therefore, increased activity of the biosynthetic enzyme. The newly synthesized dopamine 
is then rapidly transported into presynaptic vesicles by VMAT2, secreted after nicotine stimulation and rapidly 
recycled by DAT and VMAT into presynaptic vesicles, leading to a net increase in dopamine  content53.

An interesting finding of our work is that nicotine does not have beneficial effects in control flies; actually, 
reducing their lifespan and inducing motor impairment in these animals. Our results are consistent with what has 
previously been reported in Parkin mutant flies where it has been shown that nicotine also promotes survival only 
in the predisposed genotype. Importantly, in both cases the nicotine effects are dose-dependent26. How nicotine 
differentially affects the control and PD genotypes is outside the scope of this work. However, a possible explana-
tion for the differential effect of nicotine in control and the PD fly model, is that the chemical directly improves 
cell metabolism and overall functionality in cells. Thus, in metabolically challenged cells such as the dopamin-
ergic neurons that express Sph-1 which contain reduced amine levels, the activation of nicotinic receptors, the 
consequent depolarization and increase in intracellular calcium enhances dopamine synthesis and release, thus 
improving dopaminergic function, as discussed  above54,55. On the other hand, in control non-parkinsonian flies 
that exhibit normal dopamine levels, nicotine might act as an excitotoxic insult, due to the fact that promoting 
dopamine metabolism could result in the generation of quinones and an imbalance in the intracellular redox. 
Further work is needed to advance our understanding on how nicotine differentially affects these genotypes.

Early PD diagnosis is associated to a better prognosis and therapeutic management, which is relevant for a 
better quality of life of patients. Early PD diagnosis continues to be difficult and once diagnosis is reached, there 
are very few treatments options for PD patients. L-DOPA continues to be the most widely used treatment for 
PD and its administration usually begins once the motor symptoms are evident. It is known that this chemical 
induces tolerance and overtime show reduced effectiveness, making dyskinesias  reappear56,57. The search of new 
treatments with fewer side effects continues. Our results show that a protocol for nicotine chronic treatment is 
beneficial for the PD fly model. Feeding PD flies nicotine and then stopping its consumption still has beneficial 
effects in fly survival. Notably, a nicotine treatment that begins later in life increases fly survival in the Sph-1 
expressing flies. Our results highlight the necessity to keep studying the effects of nicotine in PD models such 
as the Sph-1 expressing flies and advance on the idea that nicotine could be an important seed molecule for the 
development of new treatments even when the disease is well advanced.

In conclusion our data show that the PD model by expression of Sph-1 in dopaminergic neurons provides 
a good opportunity to study the early prodromal stages of PD, while also the late onset symptoms such as neu-
rodegeneration and motor impairment in aged animals. On the other hand, working on this animal model has 
allowed us to advance on the therapeutic effects of nicotine treatment over several PD-linked features. The protec-
tive effect of nicotine appears to be specific for the genotype predisposed to develop a parkinsonian phenotype 
and provide a hint on the idea that nicotine treatment even in later stages of the disease could be beneficial to 
patients. Our findings provide new ideas that contribute to a better understanding on the mechanisms underly-
ing the positive effects of nicotine in PD.
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Serotonin is a biogenic amine that acts as neurotransmitter in different brain regions
and is involved in complex behaviors, such as aggression or mood regulation.
Thus, this amine is found in defined circuits and activates specific receptors in
different target regions. Serotonin actions depend on extracellular levels of this
amine, which are regulated by its synthetic enzymes and the plasma membrane
transporter, SERT. Serotonin acts also as a neurotrophic signal in ontogeny and in
the mature brain, controlling cell proliferation, differentiation, neurogenesis, and neural
plasticity. Interestingly, early alterations in serotonergic signaling have been linked to a
diversity of neurodevelopmental disorders, including autism spectrum disorder (ASD),
attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD), or mental illnesses like schizophrenia or
depression. It has been proposed that given the complex and numerous actions of
serotonin, animal models could better serve to study the complexity of serotonin actions,
while providing insights on how hindering serotonergic signaling could contribute to
brain disorders. In this mini-review, it will be examined what the general properties
of serotonin acting as a neurotransmitter in animals are, and furthermore, whether it
is possible that Drosophila could be used to study the contribution of this amine to
neurodevelopmental and mental disorders.

Keywords: neurodevelopmental disorders, serotonin, SERT, Drosophila, ASD

SEROTONIN IS A BIOGENIC AMINE ACTING NOT ONLY AS A
CLASSICAL NEUROTRANSMITTER, BUT ALSO AS A
NEUROTROPHIC FACTOR

Biogenic amines (BAs) are a group of neuroactive molecules that contain one or more amino
group, are synthesized from amino acids, and act as classical neurotransmitters, neuromodulators
or neurohormones. Among them, serotonin is a BA associated with a number of physiological
processes and the control of several behaviors, including sleep regulation, social rank, mood and
learning. The alteration of serotonergic neural systems is associated with some neurodevelopmental
and mental disorders, including anxiety, depression and ASD. However, we are far from fully
understanding the complex cellular and molecular actions of amines and how the alteration of
neural systems that store and release them contributes to these disorders.
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As with other classical neurotransmitters, serotonin is
synthetized in the cytosol in a two-step biosynthetic pathway
(Figure 1). The enzyme tryptophan hydroxylase (TPH, aka
TRH or TrpH) catalyzes the conversion of Tryptophan to
5-hydroxytryptophan. Then, the Dopa decarboxylase enzyme
(DDC, aka AADC) catalyzes the final conversion to serotonin (5-
hydroxytryptamine). Serotonin is stored in vesicle compartments
located mainly in axon terminals (the presynaptic neuron). Upon
the arrival of an action potential, these vesicles fuse with the
plasma membrane to release their content in the extracellular
space (the synaptic cleft), so that the neurotransmitters can reach
specific receptors in the postsynaptic neuron to induce cellular
responses. These receptors mostly belong to the superfamily
of G protein-coupled metabotropic receptors. Finally, the end
of the action of the neurotransmitter depends on the reuptake
of the chemical from the synapse back into the presynaptic
neuron, via SERT. Once inside the cytosol, the neurotransmitter
can be reutilized as a neurotransmitter (is transported back
into a synaptic vesicle by the vesicle monoamine transporter,
VMAT), or it can be metabolized by the MAO enzyme
(Daubert and Condron, 2010). The two biosynthetic enzymes
and SERT help define the neurochemical identity of a neuron as
serotonergic (Figure 1).

Interestingly, serotonin also plays a critical role as a
signaling/trophic molecule early in development (Gaspar et al.,
2003; Daubert and Condron, 2010; Bonnin and Levitt, 2011).
Actually, when no cells from the developing organism are able
to synthetize or release serotonin, some placental cells transiently
acquire the ability to synthetize and release serotonin, which
can then reach the embryo (Bonnin and Levitt, 2011). Earlier,
the first source for serotonergic information for the rodent
embryo is the maternal blood (Koren et al., 1966). In addition,
neurons that in the rodent mature brain are not serotonergic
(e.g., thalamic neurons), transiently express VMAT and SERT
early in development (by E13) in order to accumulate and release
serotonin at later times (Lebrand et al., 1996; Cases et al., 1998).
All these findings support the idea that this amine is required
early in development and that non-embryonic sources of this
BA are crucial to fulfill this need. Later in development, the
embryonic neurons of the Raphe Nucleus, the main serotonergic
nucleus in vertebrates, acquire the ability to synthetize and
release serotonin, and the fetus becomes independent of the
exogenous supply of the amine. It is possible to find the first
serotonergic neurons in 5-week old human embryos, earlier than
other aminergic populations (Sundstrom et al., 1993). A similar
situation—serotonin neurons established a little earlier than
dopaminergic cells—is observed in rodents. Thus, it is possible
to propose a dynamic change in serotonin levels in the central
nervous system (CNS) over development (Figure 2; Suri et al.,
2015). Importantly, it has been postulated that interruption or
alteration of the serotonergic information reaching the embryo
or fetus, is implicated in a higher incidence for several brain
disorders including ASD, major depressive disorder (MDD),
ADHD, anxiety, and schizophrenia, among others (Schain and
Freedman, 1961; Bleich et al., 1988; Caspi et al., 2003; Hranilovic
et al., 2007; Olivier et al., 2011). This mini review intends to
discuss the contribution of serotonin to the onset and progression

of behavioral traits common to several neuropsychiatric diseases.
However, particular attention is placed on ASD, given that
several evidences support that this amine plays a role in this
particular disorder.

ALTERATION IN SEROTONIN LEVELS
ASSOCIATED WITH ASD AND OTHER
BRAIN DISORDERS

It has been reported that about 30% of children diagnosed
with ASD show higher levels of serotonin in the blood as
compared to control children (Gabriele et al., 2014). The
increased serotonemia seems to be unrelated to any specific
genetic alteration linked to this disorder. Actually, only about
15–20% of ASD cases are genetic; among the alterations
associated with ASD, it has been reported mutations in specific
genes (e.g., Shank or Neuroliguin 3), gene copy number
variation, and chromosomal disorders (Miles, 2011). Increase in
blood serotonin concentration is also detected in schizophrenic
patients, while hyposerotonemia has been described in people
diagnosed with depression (Muck-Seler et al., 2004). Most of
these disorders are classified as neurodevelopmental disorders, in
that genetic or genomic alterations underlying these conditions
are present as early as the embryo develops and/or over critical
time windows in the development of brain neural circuits
(Suri et al., 2015).

Similarly, it has been proposed that environmental factors
affecting serotonergic signaling (e.g., exposure to drugs affecting
the serotonergic system) could play a role in neurodevelopmental
disorders. It has been shown in rodent models that these
chemicals could be particularly effective at hindering serotonergic
signaling early over development, since the blood–brain barrier
(BBB) becomes fully functional only by E15 (Ben-Zvi et al., 2014).
Therefore, at earlier time points there is no obstacle that stops
these chemicals from acting at targets such as serotonin receptors
or SERT, affecting serotonergic signaling both in the periphery
and centrally. SERT plays a crucial role as the major regulator
of serotonin homeostasis and over recent years this transporter
has been the focus of several studies (reviewed in Muller et al.,
2016). Importantly, several environmental stimuli modifying
SERT operation and some mutations affecting the SERT gene
have been associated to brain disorders, including ASD.

GENE AND ENVIRONMENTAL
ALTERATIONS AFFECTING SERT,
LINKED TO BRAIN DISORDERS

Mutations in SERT Linked to
Neurodevelopmental and Mental
Disorders
Several modifications in the gene coding for SERT have been
associated to different brain disorders, including obsessive-
compulsive disorder and Asperger syndrome/ASD (Kilic et al.,
2003; Prasad et al., 2009). Some are located in the untranslated
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FIGURE 1 | The serotonergic synapse. Serotonin is synthetized from amino acid tryptophan. The first step is the hydroxylation of tryptophan carried out by TPH, the
limiting enzyme in this process. DDC catalyzes the final step. VMAT transport serotonin from the cytosol into the vesicles. After an action potential reaches the
terminal, serotonin is released from vesicles, and the neurotransmitter is able to bind and activate specific receptors in the same neuron (presynaptic) or in other
neurons (postsynaptic). SERT reuptakes serotonin back to the cytosol in the presynaptic neuron. The amine can be used again as a neurotransmitter or alternatively
can be degraded by MAO-A.

regions (UTR) of SERT gene, particularly the promoter, resulting
in decreased transported expression. Reduced SERT expression
could underlie the increased extracellular serotonin levels found
in ASD and other disorders. Interestingly, some of the SERT
mutations described (e.g., Ile425Leu, Phe465Leu, and Leu550Val)
are gain-of-function mutations that increase the activity of
the transporter, but hinder SERT insertion in the plasma
membrane. Thus, reduced localization of SERT in the membrane
would result in reduced serotonin uptake and consequently
hyperserotonemia (Prasad et al., 2009), as it is reported in ASD
(Gabriele et al., 2014).

Environmental Manipulations Affecting
SERT and Linked to Brain Disorders:
Clinical Studies
It is estimated that about 10% of pregnant women are prescribed
antidepressant drugs for treatment of clinical depression and
anxiety (Cooper et al., 2007; Huybrechts et al., 2013). A big
proportion of antidepressant drugs are Serotonin Selective
Reuptake Inhibitors (SSRIs), whose molecular target is SERT,
and include fluoxetine and citalopram (Patil et al., 2011). These
chemicals are able to cross cell membranes and tissues like
the placenta and the BBB (Heikkinen et al., 2002), which also
explains why that they can be found in the breast milk (Hendrick
et al., 2001). The focus of this mini-review is on discussing how
manipulations affecting SERT result in brain-associated deficits,
but several reports have described that prenatal exposure to SSRIs

is associated to increased risk for preterm delivery (Davis et al.,
2007; Maschi et al., 2008; Reis and Kallen, 2010; Huang et al.,
2014), low birth weight (Oberlander et al., 2006; Reis and Kallen,
2010; Huang et al., 2014), and cardiac defects (Kallen, 2007;
Pedersen et al., 2009; Kornum et al., 2010). This is consistent with
the idea that serotonin plays key roles in the development of the
entire organism.

A number of reports have argued that prenatal exposure of
SSRIs is associated to higher incidence of ASD (e.g., Boukhris
et al., 2016). Similar studies have shown a positive correlation
between prenatal SSRI exposure and ADHD (Figueroa, 2010;
Clements et al., 2015). Only one study (Malm et al., 2016) has
assessed depression and prenatal exposure to SSRIs, and reported
a positive correlation, as well. On the other hand, a different
set of studies has argued that no association between prenatal
exposure to SSRIs and ASD or ADHD exists (e.g., Castro et al.,
2016). Interestingly, this and other studies (Mezzacappa et al.,
2017) proposed that a relevant factor explaining the higher
incidence for ASD is the medical condition of the mother—i.e.,
maternal depression. However, Croen et al. (2011) determined
no increase in the risk of ASD in the offspring of mothers with
a history of depression, an effect that did not depend on prenatal
consumption of SSRI. All these (and other) studies (Kaplan et al.,
2017; Maloney et al., 2018; Halvorsen et al., 2019) show that it is
not clear whether the use of SSRIs results in increased incidence
for ASD, ADHD or any other disorder. One additional problem
with these studies is the difficulty to access and study larger
populations (as discussed in Millard et al., 2017). In spite of these
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FIGURE 2 | Serotonin dynamics on development. The upper panel presents changes in serotonin levels (green traces) in rodents and its sources. As a comparison,
it presented dopamine levels (red traces). In lower panel, it compared developmental stages in rodents and humans, as serotonin levels change over development.

considerations, it is possible to argue that SSRIs could reach the
embryo and neonates and possibly affect the developing central
nervous system in a way not fully understood but that could
lead to brain disorders. In reviewing the available information
on this issue, authors have come to the conclusion that relevant
information to further support or discard the contribution of
SSRIs to these disorders could be obtained from animal models
(Pedersen, 2015).

Environmental Manipulations Affecting
SERT and Linked to Brain Disorders:
Animal Models
When modeling human disorders in animals, researchers have
focused on replicating one or few specific behavioral features,
although it has to be considered that some features are difficult
to recreate in animal models (e.g., hallucinations or psychosis)
(Anderson and Adolphs, 2014). Thus, for instance, ASD animal
models usually recreate repetitive behaviors or the impaired
social interaction observed in this disorder (Yenkoyan et al.,

2017). An additional issue to be considered when modeling these
disorders is that it is estimated that postnatal day 7 in rodents
is equivalent to time of birth in humans (Figure 2). This means
that a postnatal manipulation in rodents could be equivalent
to a prenatal one in humans (Clancy et al., 2007). In spite of
these caveats, the key impact of animal models is on advancing
our understanding of these disorders at the cellular, molecular,
neurochemical and/or circuit levels.

In particular, very few studies have directly assessed the
possibility that antenatal or perinatal exposure to SSRIs affects
incidence of ASD-like features in animals. For instance, Sprowles
et al. (2016) studied the effects of perinatal exposure to citalopram
in rats. Results obtained demonstrate several autistic-like
behavioral traits in the offspring (repetitive behaviors, impaired
social behavior), which are consistent with the concurrent
description of anatomical alterations in Raphe and in cortical
structure and physiology (Darling et al., 2011; Simpson et al.,
2011). These findings argue in favor of the idea that prenatal
SSRI exposure increases the incidence of ASD. A different
study reported that perinatal inhibition of MAO, which could
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be considered a manipulation that like SSRIs increases the
availability of serotonin, results in alteration of serotonin
metabolism and hyperserotonemia (Hranilovic et al., 2011), and
an increased incidence of ASD features (Davis et al., 2008). There
is not much information on how perinatal exposure to SSRIs
affects incidence for other disorders, and the little data available
is contradictory. For instance, while one report supports the
idea that perinatal exposure to SSRIs exacerbates depressive-like
behaviors in a strain of rats prone to anxiety and depression
(Glover et al., 2015), other works propose that perinatal SSRIs
partially reverses some of these behavioral traits (Rayen et al.,
2011; Boulle et al., 2016), while another study shows no effect of
the treatment (Zohar et al., 2016). Unfortunately, these studies
have not been consistent with the SSRI used, doses of these
chemicals, the developmental age at which interventions begin,
or the gender of the animals studied, among other factors. Thus,
it remains an open question whether exposure to SSRIs over
ontogeny contributes to brain disorders.

On the other hand, increased serotonin levels observed
in SERT knockout mice have been associated with abnormal
development of thalamocortical axons and somatosensory
cortical barrels (Persico et al., 2001; Gaspar et al., 2003), and also
anxiety and depressive-like behaviors (Ansorge et al., 2004).

DROSOPHILA AS ANIMAL MODEL FOR
THE STUDY OF
NEURODEVELOPMENTAL AND MENTAL
DISORDERS

The vinegar fly Drosophila melanogaster has served as a
workhorse in various fields in biology, in part based on the diverse
genetic toolbox available, as discussed elsewhere in this special
issue. Remarkably, Drosophila exhibits a complex behavioral
repertoire. For instance, one of the best-studied social behaviors
in flies is courtship behavior: male flies court a female animal
in order to mate, a behavior that is decreased after males have
experienced rejection by a fertilized female (Siegel and Hall,
1979; Kamyshev et al., 1999). New social paradigms have been
described including the study of clustering behavior observed
in groups of flies (Simon et al., 2012). Recent studies have
also shown that flies may exhibit attention-like processes (van
Swinderen and Flores, 2007), goal-driven behavioral adaptations
(Pick and Strauss, 2005) and decision making (Zhang et al., 2007).
Drosophila has been also been used as a model organism to study
aggression (Baier et al., 2002) and addiction (Wolf, 1999).

In recent years, it has become evident that it is possible
to model neurodevelopmental disorders in Drosophila, aiming
at reproducing some of the key behavioral traits associated
with these illnesses. One of the best-studied models for
neurodevelopmental disorders in Drosophila is the ASD model
based on mutations in the FMR1 gene (van Alphen and
van Swinderen, 2013). This is a gene associated with fragile
X syndrome, a disorder linked to intellectual disability and
where a high incidence for ASD is reported. Drosophila FMR1
mutants exhibit reduced memory in a courtship social paradigm

(McBride et al., 2005) and repetitive grooming, which is
reminiscent of recurring behaviors observed in ASD (Tauber
et al., 2011). In addition, brain and circuit organization is
affected in fly FMR1 mutants (Siller and Broadie, 2011),
consistent with structural changes in axonal and dendritic
branches, a feature shared by mice FMR1 mutants (Zhang et al.,
2001; Zhang and Broadie, 2005; Callan and Zarnescu, 2011;
van Alphen and van Swinderen, 2013).

Drosophila as an Animal Model for
Studying the Contribution of Serotonin to
Neurodevelopmental and Mental
Disorders?
The molecular mechanisms involved in serotonin biosynthesis
are evolutionary conserved, and in Drosophila, they begin
with the hydroxylation of the tryptophan amino acid by
TPH (Coleman and Neckameyer, 2005). Likewise, it has been
described a Drosophila SERT (Giang et al., 2011; Hidalgo et al.,
2017) and one VMAT (Greer et al., 2005) that share structural
and functional similarities to that of vertebrates. Five serotonin
receptors have been described in the Drosophila genome,
all of them classified as metabotropic. Thus, the Drosophila
serotonergic system is highly conserved as compared to its
mammalian counterpart (Kasture et al., 2018). Importantly, it
is already known that serotonin contributes to several behaviors
in Drosophila including locomotion, feeding behavior, circadian
activity, sleep regulation, and aggression (Silva et al., 2014;
Kasture et al., 2018; Bacque-Cazenave et al., 2020).

Out of the approximately 100,000 neurons in the fly brain,
about 80 cells are identified as serotonergic neurons, organized
in 11 clusters (reviewed in Kasture et al., 2018)). Valles
and White (1988), by using immunochemistry, described the
serotonergic neural system in the larval and adult CNS and
also described how serotonin levels change over development.
The first detection of serotonin-positive cells is in 16–20 h
Drosophila embryos. The detection of immunopositive serotonin
cells before fly CNS is fully developed and supports the idea
that serotonin could play a role as developmental signaling
molecule, as in vertebrates (Lundell and Hirsh, 1994). In this
regard, it has been suggested that serotonin modulates the
development of serotonergic varicosities in the fly CNS (Sykes
and Condron, 2005). Consistent with this, mutants in DOPA
decarboxylase which are associated with reduced amine levels
exhibit alterations in branch spacing (Budnik et al., 1989).
Conversely, overexpression of TPH in Drosophila promotes
higher levels of cytoplasmic serotonin, which is related with
abnormalities in neurite morphology in larval and adult fly
neuropils (Daubert et al., 2010). Moreover, altering serotonin
synthesis in early embryos results in impaired anatomy and
functioning of the feeding circuit in larvae, a phenotype that
can be reversed as serotonin levels are rescued (Neckameyer,
2010). All these findings suggest that, as in mammals, hindering
serotonergic signaling at early developmental stages does have
implications for the establishment of mature circuits that
underlie behaviors. However, the information on this issue is
limited. New research should ask whether pharmacological or
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genetic manipulations tampering with serotonergic components
(SERT, biosynthetic enzymes or any of the receptors), affect
the organization of brain circuits and consequently, result
in behavioral features associated with neurodevelopmental or
mental disorders.

Although the literature has not thoroughly explored
this, there are some reports supporting this idea. For
instance, centrophobism, a behavior in which flies avoid
the center of an arena, is considered to be an anxiety-
like behavior in flies. Different genetic or pharmacological
manipulations that affect SERT functioning affect centrophobism
in Drosophila (Mohammad et al., 2016; Hidalgo et al.,
2017). In particular, we showed that feeding flies an
amphetamine derivative that stimulates serotonin release
decreases centrophobism, a similar result observed in animals
mutant for SERT (Hidalgo et al., 2017). In addition, a recent
work from our group showed deficits in social behavior
and locomotion in a Drosophila mutant for the dysbindin
gene, an animal model for schizophrenia. Interestingly, the
phenotypes observed in the dysbindin mutants seem to
depend at least in part on altered serotonergic signaling
(Hidalgo et al., 2020).

Demonstrating that serotonin signaling is affected in fly
models for brain disorders, is not only relevant for advancing
our understanding of the underpinnings of these illnesses, it also
opens up the possibility to carry out a high-throughput search

for new chemicals that affect specific phenotypes in flies, which
could eventually lead to new therapeutic tools for these disorders
(Nichols, 2006; Roy et al., 2020).

A better understanding of serotonin dynamics over
development and how serotonergic deficiency could be involved
in mental disorders could provide insights in the search for new
treatments for these disorders, a path in which Drosophila could
play an important role.
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