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l. INTRODUCCION

Los avances tecnoldgicos y el manejo de la salud publica han elevado dramaticamente
la esperanza de vida de la poblacion mundial. En México, por ejemplo, las innovaciones
médicas y la mejoria en las condiciones de salud incrementaron la expectativa de vida
de la poblacion. En 1930 la esperanza de vida era de 33 afios para los hombres y 35
afios para mujeres. Para el afio 2000 este valor cambid a 73 y 78 afios respectivamente
(INEGI). Sin embargo, vivir mas no necesariamente significa vivir mejor. A medida que
la esperanza de vida aumenta en el mundo, también aumentan los casos de cancer,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas que, hasta hace relativamente
pocos afios, se encontraban lejos de figurar entre las primeras causas de muerte de
personas adultas. Por ejemplo, las probabilidades de desarrollar cancer es 10 veces
mayor en personas mayores de 65 afios (Finkel, 2005), mientras que la misma tendencia
se observd en estudios epidemioldgicos de padecimientos cardiovasculares vy
neurodegenerativos (Figura 1).
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Figura 1. Tasas de muertes causadas por enfermedades especificas en funcién de la
edad. Las tres formas de enfermedades crénicas muestran un aumento virtualmenteUse
the "Insert Citation" button to add citations to this document. exponencial a medida que
la edad de la poblacion aumenta (Figura tomada y modificada de Finkel, 2005)

1.1 Enfermedades neurodegenerativas.
Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de padecimientos que se

caracterizan a muy grandes rasgos por la pérdida gradual de neuronas en el sistema

nervioso y su incidencia aumenta de manera significativa con respecto a la edad. Las




mas comunes incluyen al Alzheimer, la enfermedad de Huntington, el mal de las vacas
locas (encefalopatia espongiforme bovina), el sindrome de Creutzfeldt-Jakob y el mal
de Parkinson. Aungue todas ellas tienen caracteristicas muy particulares que las
diferencian entre si (como los sintomas que generan, el tipo neuronal que atacan, la
dependencia de la edad, etc), tambiéen tienen caracteristicas comunes que las unen de
manera evidente: La formacion de agregados protéicos que provocan la pérdida de
grupos neuronales, a veces discretos y restringidos a un solo tipo celular, y a veces
distribuidos por varias zonas cerebrales abarcando mas de un tipo neuronal.

1.1.1 Alzheimer. Con una incidencia de mas del 10% en personas mayores de 65 afos,
representa la enfermedad neurodegenerativa mas comudn en el mundo. Comprende una
sintomatologia que comienza con la incapacidad del paciente de consolidar la memoria
a corto plazo y puede degenerar hasta niveles en los que las personas con esta
enfermedad no pueden siquiera reconocer a miembros de su propia familia. A nivel
tisular se encuentran placas amiloides formadas por la acumulacion del péptido B-
amiloide (AB) tanto en el parénquima del cerebro como en los vasos sanguineos que lo
irrigan. Esta acumulacion ocurre por una sobreproduccion del Ap o por fallos en los
mecanismos que se encargan de degradarlo (proteosoma). Estos mismos agregados
pueden provocar una actividad mitocondrial deficiente, funcionan como sinaptotoxinas
(que inhiben la liberacion de distintos neuro-transmisores), alteran los niveles
intracelulares de calcio, y activan procesos inflamatorios. Todos estos efectos, en
conjunto, provocan la muerte de distintos tipos neuronales en distintas areas del cerebro
(Meyer-Luehmann, 2008).

1.1.2 Huntington. Es de caracter hereditario y afecta a 1 de cada 10,000 personas. Los
sintomas aparecen entre los 30 y 40 afios de edad e incluyen cambios en la personalidad,

fallos graves en las habilidades cognitivas y desérdenes motores. A nivel celular, existe




una pérdida considerable de neuronas en el estriado, la region del cerebro que se
encarga de regular funciones motrices y aspectos cognitivos y emocionales que influyen
en el comportamiento. A nivel molecular, la enfermedad es causada por una mutacion
en el gen HTT que codifica a la huntingtina, una proteina que, en condiciones normales,
contiene una cadena de entre 6 y 35 residuos del aminoacido glutamina. Sin embargo,
por razones que aun no se entienden del todo, HTT tiende a mutar de manera
generacional y el nimero de repeticiones del trinucledtido que codifica para la
glutamina (CAG) se amplifica en algunas familias, lo que lleva a la proteina a tener
desde 36 hasta 180 repeticiones de este aminoacido, exacerbando la formacién de
inclusiones de esta proteina tanto en el ndcleo como en el citoplasma de las neuronas y
provocando su muerte. De manera muy interesante, el numero de repeticiones de
glutamina correlaciona de manera inversa con la edad de inicio de la enfermedad (Palfi,
2008).

1.1.3 Creutzfeldt-Jakob y el mal de las vacas locas. Tanto el sindrome de Creutzfeldt-
Jakob como el mal de las vacas locas, tienen una incidencia mucho menor a las
enfermedades anteriores. Su sintomatologia aparece alrededor de los 60 afios de edad.
Comienza con problemas de memoria, cambios en el comportamiento, problemas de
vision y pobre coordinacion muscular y termina avanzando rapidamente hasta la
demencia; se caracterizan por la aparicion de especies proteicas mal plegadas que se
agregan en el citoplasma de las neuronas. Las peculiaridades de estas dos enfermedades
son que, a diferencia de las antes descritas, pueden ser esporadicas, heredadas o,
incluso, adquiridas por infeccion (Cali, 2006).

1.2 El mal de Parkinson.
1.2.1 Generalidades. La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodege-

nerativa progresiva que afecta la capacidad de movimiento de los individuos y tiene una




incidencia que asciende casi logaritmicamente con respecto a la edad; 1% entre los 50 y
los 65 afios, 14.9% entre los 65 y 74 y hasta 52.4% en personas mayores a los 85 afios
(Pariquet et al., 2007).

Aunque la patologia primaria y los defectos generales en la neurotransmision en
la EP ya se conocen, las casusas del inicio y progresion de la neurodegeneracion en esta
enfermedad son todavia desconocidas. Sin embargo, un gran nimero de investigaciones
han permitido elucidar alteraciones bioquimicas de las areas afectadas del cerebro, asi
como los componentes genéticos y ambientales que contribuyen a los mecanismos
moleculares de esta enfermedad, proveyendo perspectivas promisorias para las
investigaciones futuras y estrategias terapéuticas.

1.2.2 Historia. La EP fue descrita en 1817 por el médico inglés James Parkinson, que
creia que este desorden estaba originado por problemas en la médula espinal. Méas de 70
afios después, Blocg y Marinesco descubrieron la degeneracion de la substancia nigra en
el cerebro de los pacientes que padecian esta enfermedad. Aunado a esto, Friedrich
Lewy descubrié en 1912 la formacion de agregados eosinofilicos en los cerebros de
pacientes parkinsonianos, mismos que desde entonces han sido denominados cuerpos y
neuritas de Lewy en honor a su descubridor. Todos estos avances permitieron iniciar
investigaciones acerca del papel que jugaba la substancia nigra en la patogénesis de la
EP, culminando en descubrimientos clave, como los de Carlsson y sus colaboradores en
1957 en donde determinaron que la dopamina es un neurotransmisor (y no solamente un
precursor en la biositnesis de adrenalina, como se pensaba hasta entonces) y seguidos
por Ehringer y Hornykiewicz en 1962 que describieron que es la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra del cerebro y la consecuente deficiencia
de dopamina en el estriado la causa de las manifestaciones clinicas de esta enfermedad

(Fig. 2). Estos descubrimientos generaron en conjunto las primeras terapias en contra de
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Figura 2. Vias dopaminérgicas en el cerebro humano. El diagrama indica la
localizacion de neuronas dopaminérgicas en el area del tegmento ventral (en verde) y en
la substancia nigra (en rojo). En los pacientes parkinsonianos las neuronas de la
substancia nigra se degeneran, provocando muchas de las anormalidades motoras que se
presentan en esta enfermedad. (Modificado de Goedert, 2001).

la EP, como la administracién tanto oral como intravenosa de dopamina que constituyen
la base de lo que hasta hoy ha resultado una de las estrategias con las que mas
eficientemente se han tratado a los pacientes parkinsonianos: sustitucion de dopamina e
implementacién de agonistas de dopamina. Diversos estudios epidemiolégicos en donde
se indicaba que la exposicion a distintas toxinas como el MPP+ (un subproducto en la
sintesis de la droga meperidina) el paraquat y el maneb (pesticidas que solian ser de uso
comun) podian generar sintomas muy similares a los de pacientes con el mal de

Parkinson (ver seccién de modelos experimentales para la enfermedad de Parkinson),

aunado con hallazgos de que la substancia nigra de estos mismos pacientes presentaba
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un estrés oxidativo elevado, permitieron realizar investigaciones centradas en
componentes tanto celulares como ambientales que estuvieran relacionados con la
adquisicion 'y desarrollo de esta enfermedad. EI descubrimiento de formas
monogenéticas de la EP, asi como de factores genéticos que generan susceptibilidad en
ciertos pacientes han llevado al ahora consenso de que la EP es una enfermedad con
etiologia claramente multifactorial.

1.2.3 Manifestaciones clinicas y diagnosis de la EP. Para una correcta diagnosis de la
EP, primero es necesario diferenciar entre el Parkinson idiopatico y los sindromes
parkinsonianos secundarios. Al contrario de lo que sucede con la EP idiopética y
sindromes parkinsonianos asociados con otras enfermedades neurodegenerativas, la
etiologia de los sindromes parkinsonianos secundarios si es conocida. Estos
parkinsonismos secundarios necesitan ser diagnosticados dado que cada uno requiere
distintas estrategias terapéuticas. Algunas de las causas de estos sindromes parkin-
sonianos secundarios incluyen el parkinsonismo inducido por drogas, por tumores, por
lesiones isquémicas, infecciones y desequilibrios metabdlicos, entre otras (revisado en
Kriieger et al., 2005).

La EP idiopética se caracteriza por desordenes en los movimientos voluntarios e
involuntarios. Existen sintomas cardinales que usualmente comienzan en un lado del
cuerpo: Desde un detrimento en la velocidad de los movimientos (bradicinesia) a una
reduccion en su amplitud (hipocinesia) que puede degenerar en una completa pérdida
tanto de los movimientos voluntarios como involuntarios (acinesia). La cara pierde la
mimica habitual y la voz se vuelve monotonica. En estados avanzados la saliva no
puede ser tragada al ritmo normal y se produce sialorrea. La postura se pierde y el
caminar se vuelve lento, con pasos pequefios y sin el clasico movimiento de los brazos.

Una limitada capacidad tanto de iniciar como de terminar los movimientos provocada




por una rigidez generalizada resulta en caidas frecuentes. El tremor en reposo es
probablemente uno de los sintomas mas conocidos de la EP, caracterizada por
movimientos rapidos y no controlados especialmente de las manos. En las etapas mas
avanzadas de la enfermedad se presenta una inestabilidad en la postura, que se
caracteriza por la inhabilidad del paciente para cambiar de una postura a otra.

Ademas de los relacionados con las actividades motoras (cardinales), existen una
serie de sintomas vegetativos asociados a la EP. Entre estos se incluye la seborrea
(mayor produccién de grasa en el cuero cabelludo), disfuncion de la vejiga, problemas
somatosensoriales (como dafios en las capacidades olfatorias y en la discriminacion de
colores). Cerca del 40% de los pacientes con esta enfermedad sufren de depresion, y en
aproximadamente 20% de los pacientes, se puede reconocer demencia. Aunque la
medicacion que existe en el presente permite a los enfermos de Parkinson tener una
esperanza de vida relativamente cercana a lo normal, son estas mismas medicinas las
que provocan complicaciones futuras, como la discinesia y una desensibilizacién al
medicamento, lo que genera necesidades de dosis mayores cada vez que se administra.
1.2.4 Histopatologia. La EP idiopatica es un desorden multisistémico, pero una
caracteristica esencial para la diagnosis neuropatoldgica de esta enfermedad son los
cuerpos de Lewy y las neuritas de Lewy positivos para a-sinucleina (Fig. 3). Estos
agregados, ademas de alfa-sinuceina, estan constituidos también por una diversidad alta
de proteinas, entre las que destaca la sinfilina (Engelender et al., 2000). Ahora se sabe
que los cuerpos de Lewy no se generan solo en cerebros de pacientes con EP, dado que

_ \ Figura 3. Agregados proteicos en el
B .. Parkinson. En el panel A se muestran

Wia ey ‘ cuerpos de Lewy inmunopositivos a

i a-sinucleina, (flecha). En el panel B
¢ / .~ se muestran neuritas de Lewy

reactivas a a-sinucleina. Las barras
¢ % indican 13 y 90 um, respectivamente
— Ko === (Imagen de Spillantini et al, 1998)




se han encontrado en procesos neurodegenerativos no necesariamente asociados con
esta enfermedad, tales como el Alzheimer, el sindrome de Down, la demencia con
cuerpos de Lewy o, de manera méas general, en las denominadas sinucleopatias, que
representan un conjunto de enfermedades en las que el factor comdn es la aparicion de
agregados similares a estos cuerpos de Lewy (Szargel, 2008; Spillantini, 1998). Ademas
de las proteinas que lo conforman, los cuerpos de Lewy usualmente provocan una
mayor expresion de grupos de proteinas que se generan como respuesta celular a la
formacion de agregados anormales de proteinas, como la ubiquitina, subunidades del
proteosoma y chaperonas. En la EP, las areas del cerebro con més alta expresion de o-
sinucleina son las que se asocian con la formacion de cuerpos de Lewy. Ademas,
Hashimoto y sus colaboradores (2002) demostraron que los cuerpos de Lewy son
capaces de secuestrar hierro toxico, y la expresion de a-sinucleina es capaz en si misma
de proteger a las células de estrés oxidativo inactivando cascadas de sefializacién
relacionadas con el estrés. Es por ello que se ha especulado que los cuerpos de Lewy se
forman como resultado de alteraciones en el manejo de proteinas altamente oxidadas y
podrian, al menos en principio, representar un mecanismo de proteccion celular en
contra de la acumulacion toxica de proteinas (Tanaka et al., 2004, revisado en Moore et
al., 2005). Sin embargo, también se ha especulado que son precisamente los cuerpos de
Lewy los que provocan la patogénesis. Se ha hipotetizado, por ejemplo, que las
proteinas que de manera normal son transportadas por los axones comienzan a
acumularse en los cuerpos de Lewy, provocando una falla en la funcién de la neurona y
generando eventualmente su muerte. Ademas, se ha demostrado que una sobreexpresion
de a-sinucleina promueve la formacion de radicales libres, suficientes para provocar la
muerte celular (Turnbull et al., 2001). Sin embargo, resulta conveniente sefialar que la

mayoria de las neuronas que se degeneran en estos estudios no forma cuerpos de Lewy
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en el sentido estricto, de modo que estas inclusiones no parecen, al menos en principio,
ser necesarias para que se lleven a cabo procesos neurodegenerativos.

1.2.5 Dopamina. Aunque al inicio de la enfermedad de Parkinson no todos los nucleos
dopaminérgicos se ven afectados, la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
pigmentadas en la substancia nigra (Fig. 2) causa en ultima instancia una disminucion
importante en los niveles de dopamina (DA) en el sistema nervioso. La dopamina, la
noradrenalina y la adrenalina son neurotransmisores que se encuentran en la categoria
de las catecolaminas, de las que el precursor es el aminoacido tirosina (Fig. 4). El
primer paso en la sintesis de las catecolaminas lo cataliza la enzima tirosina-hidroxilsa
(TH) que le agrega un grupo hidroxilo a la L-tirosina en una reaccion que requiere
oxigeno como co-substrato y tetrahidrobiopterina como cofactor para generar 3.4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). La TH es la enzima limitante en este proceso y se
encuentra presente Unicamente en las neuronas catecolaminérgicas. La zona del cerebro
con una mayor concentracion de dopamina es el estriado, que recibe la mayor parte de
ésta gracias a inervaciones que provienen de neuronas dopaminérgicas presentes en la
substancia nigra (Fig. 2). La dopamina se produce gracias a la acciéon de la dopamina
decarboxilasa en la L-DOPA (Fig. 4). Inmediatamente después de su sintesis en el
citoplasma de las terminales presinapticas, la dopamina es cargada en vesiculas
sinapticas gracias a un transportador vesicular de monoaminas (VMAT, por sus siglas
en inglés). La accion de la dopamina en el espacio intersindptico es terminada por la
reabsorcion de la dopamina en las terminales nerviosas o por células gliales
circundantes utilizando un transportador de dopamina dependiente de sodio,
denominado DAT. Dos de las enzimas mas importantes involucradas en el catabolismo
de la dopamina son la monoamino oxidasa (MAQ) y la catecol-O-metiltransferasa

(COMT). Tanto neuronas como glia contienen MAO mitocondrial y COMT
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citoplasmica. Inhibidores de estas enzimas son utilizados clinicamente en casos de
depresion.

Una vez liberada, la dopamina es reconocida especificamente por receptores de
membrana acoplados a proteinas G. Estos receptores dopaminérgicos se agrupan en dos
grandes familias, D-1 y D-2, que, respectivamente, estimulan e inhiben a la adenilato
ciclasa, regulando los niveles de AMP ciclico. Ademas, la dopamina influye en la
excitabilidad de las neuronas postsindpticas modulando la funcién de canales idnicos
dependientes de voltaje. Los efectos de la dopamina en transmisiones sinapticas
excitatorias o inhibitorias, metabolismo intracelular o expresion genética dependen en
ultima instancia del complemento de receptores dopaminérgicos que se expresen en las

neuronas que reciben la sefal

tirosina
dopami-nérgica. Una poblacion
1 impor-tante de neuronas
+ dopaminér-gicas se encuentra en
L-DOPA
la substancia nigra, y sus proyec-
2 ciones inervan, de manera gene-
v ral, al estriado, donde se cree que
dopamina la dopamina modula actividades
OH como la postura y el movimiento.

- l_\\\ OH
- 3 Otras neuronas doparminérgicas
» noradrenalina
\\If// se originan en el area del tegmen-

CHa-CH,-NH, to ventral y sus proyecciones se
4 Figura 4. Biosintesis de
H,0, © dopamina y sus derivados. 1,
¥ tirosina hidroxilasa (TH); 2,
dopamina  decarboxilasa; 3,
acido homovalinico dopamina-B-hidroxilasa; 4,

monoamino-oxidasa (MAO).
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dirigen a estructuras limbicas (amigdala y séptum), donde la dopamina regula las
emociones y la motivacion. También se emiten proyecciones hacia regiones corticales,
donde la dopamina afecta la atencion y otros procesos cognitivos. Se ha especulado que
la dopamina puede jugar diversos papeles en la patogenesis del Parkinson, en conjunto
con factores tanto genéticos como ambientales, provocando estos Ultimos
susceptibilidad a esta enfermedad. En la figura 5 se ejemplifica una de estas hipotesis.
En ella se propone que ciertas mutaciones en el gen que codifica para la a-sinucleina
(ver siguiente seccion) impiden el almacenamiento correcto de la dopamina en las
vesiculas sinapticas. La dopamina tiende de manera normal a oxidarse a especies que
resultan téxicas para la célula. Es precisamente por esto que los agentes ambientales
hacen de las neuronas dopaminérgicas un blanco particularmente susceptible de dafio,
provocando la adquisicion y desarrollo de la EP.

1.2.6 a-sinucleina (SNCA). La a-sinucleina adquirié una relevancia como agente
causal del mal de Parkinson inmediatamente después de que se encontré que una
mutacion en el gen que la codifica predisponia a pacientes de una familia italiano-
americana a padecer esta enfermedad (Polymeropoulos, 1997). Polymeropoulos y sus
colaboradores encontraron que una mutacion en el gen que cambia una alanina en la
posicién 53 por una treonina predispuso a mas de 60 miembros de una familia a lo largo
de cinco generaciones a desarrollar Parkinson. Posteriormente, se encontraron
mutaciones en el gen de la a-sinucleina (en las posiciones A30P y E46K,
respectivamente) de familias alemanas y espafiolas que padecian esta enfermedad,
mientras que en otros casos de Parkinson familiar se describieron triplicaciones en el
gen. También se han descrito casos de Parkinson familiar por polimorfismos en su

promotor (Chen, 2005; Moore, 2005).
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Figura 5. La dopamina es producida en el
citoplasma de las neuronas a partir de L-
DOPA e inmediatamente se almacena en

@‘Z EN vesiculas sinapticas. Este modelo sugiere
TR N que cuando la a-sinucleina se encuentra
X?g—s;{ mutada las vesiculas de reciclaje no son
el i capaces de unirse a endosomas y liberar

~ () | su contenido, retrasando su trafico y

) provocando la acumulacion de dopamina
en la neurona, que se oxida facilmente y
resulta toxica para la célula (Figura de
Lotharius y Brundin, 2002)

o-Synuclein

Las sinucleinas son proteinas abundantes en el cerebro de vertebrados. Dicha familia
estd compuesta por tres miembros, cuyas funciones fisioldgicas se encuentran
pobremente entendidas: a-sinucleina, B-sinucleina y y-sinucleina. La a-sinucleina tiene
140 aminoacidos de longitud, es una proteina soluble que se expresa en todo el sistema
nervioso y se encuentra enriquecida en las terminales presinapticas de las neuronas del
sistema nervioso central (Maroteaux, 1988; Di Rosa, et al., 2003). Estructuralmente, la
a-sinucleina estd formada por un extremo N-terminal anfipatico con seis motivos
imperfectos repetidos con una secuencia consenso KTKEGV (lisina, treonina, lisina,
acido glutamico, glicina y valina). Esta region es la que participa en el reconocimiento
y la unién a vesiculas sindpticas (Jensen, 1998). Posee una region central de 35
aminoacidos altamente hidrofébica que tiende a agregarse y formar placas amiloides
asociadas con la enfermedad de Alzheimer (Hashimoto, 2001) y una region acida C-
terminal [Fig. 6; (Moore, 2005)]. La a-sinucleina puede participar tanto en el
componente rapido del transporte axonal (asociado con estructuras tubulovesiculares e
involucrado directamente en la unién a vesiculas) como en el componente lento del
transporte axonal (relacionado con interacciones con elementos del citoesqueleto).
Aunque esta proteina no se encuentra plegada en su forma nativa, se ha especulado que,

como otras proteinas con esta caracteristica, adquiere su conformacion terciaria funcio-
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Figura 6. Representacion de la a-sinucleina y sus tres regiones principales, la
anfipatica, la acida y la amiloide. A30P, E46K y A53T indican las tres mutaciones
encontradas en el gen relacionadas directamente con el desarrollo de Parkinson familiar.
NAC representa el componente no amiloide-B (Non Amiloid-B Component), un
dominio de 35 aa. altamente hidrofébico que tiende a formar placas amiloides asociadas
con la enfermedad de Alzheimer (Figura tomada de Moore et al., 2005).

nal hasta el momento en el que se asocia con vesiculas (a través de las repeticiones en
su region anfipatica, Goedert, 2001) de otros elementos celulares. Esto se ha propuesto
porque cuando se encuentra de manera libre, la a-sinucleina presenta solamente un 3%
de a-hélice en su conformacion, mientras que el resto de ella se encuentra en una hélice
al azar y no es sino hasta que interactia con membranas lipidicas que cambia su
conformacién a una con 80% en o-hélice mas estable y, presumiblemente, con su
posible funcién nativa (Jensen, 1998; Tofaris, 2007). De hecho, la a-sinucleina tiene
una alta plasticidad conformacional que le permite, dependiendo del ambiente en donde
se encuentre o los elementos celulares con los que esté interactuando, permanecer no
plegada, plegarse en a-hélice o B-conformacién, formar especies monomeéricas u
oligoméricas o formar filamentos amiloidogénicos o amorfos (Uversky, 2003). Aun
cuando se conoce la secuencia y el sitio de actividad de esta proteina, existen reportes
contradictorios en cuanto a su funcion especifica. Sin embargo, se podria descartar el
hecho de que tenga alguna funcion catalitica dado que, como otras proteinas con
secuencias repetitivas, es poco probable que se logre plegar en alguna conformacion
activa cataliticamente (Maroteaux, 1988). Algunos grupos afirman que la pérdida de

esta proteina genera una dramatica disminucion en la acumulacion de vesiculas

presinapticas y de reciclaje, lo que contribuiria también a una disminucion en la
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respuestas sinapticas durante estimulacion repetitiva y a una pérdida considerable de la
plasticidad sinaptica (Cabin et al., 2002). Otros grupos afirman que la eliminacion tanto
de la a-sinucleina como de la B-sinucleina no afecta ni a la acumulacion de vesiculas
sindpticas ni a la liberacion de los neurotransmisores al medio extracelular (Chandra,
2004). Se ha demostrado también que en el pinzén cebra, la presencia de un homélogo
de la a-sinucleina en &reas especificas del telencéfalo es critica en la adquisicion y
consolidacién de los patrones de canto asociados a ciertas etapas del desarrollo, y que
una variacion en la dosis génica de esta proteina resulta de manera irremediable en la
incapacidad del individuo para aprender a cantar (George, 1995). De modo consistente,
se ha encontrado que en mamiferos la a-sinucleina interactta e inhibe la funcién normal
de la fosfolipasa D (Recchia, 2004), una proteina que de manera normal se encuentra
anclada a la membrana plasmaética y regula funciones del citoesqueleto y de endocitosis.
También puede regular la actividad de la adenilato ciclasa y, por lo tanto, de los niveles
intracelulares de AMP ciclico (Goedert, 2001). Aunado a todo esto, la a-sinucleina
tiene la capacidad de interactuar de manera especifica con otras proteinas como la
proteina amiloide-B (AB) que forma fibras amiloides en la enfermedad de Alzheimer
(Jensen, 1997); la proteina tau asociada a microtibulos (MAPT), que interviene de
manera directa en el transporte axonal en los cerebros de todos los vertebrados (Jensen,
1999), la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la biosintesis de dopamina,
disminuyendo su eficiencia y provocando en ultima instancia un detrimento en los
niveles de dopamina y sus metabolitos derivados (Perez, 2002); la parkina (PARK2),
una E3 ubiquitin-ligasa que forma parte de una maquinaria de sefializacion y
degradacion de proteinas por la via del proteosoma (Choi, 2001); la hidrolasa carboxilo
terminal de ubiquitina (UCH-L1, PARKS5), enzima especifica de neuronas que se

encarga de hidrolizar cadenas poliméricas de ubiquitina a monomeros de ubiquitina que
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pueden entrar de nuevo a la via de degradacion de proteinas por la via del proteosoma, y
en donde se piensa que interactda con la a-sinucleina ubiquitinada (Sharma, 2001); y B-
sinucleina (SNCB), un homdlogo no amiloidogénico de la a-sinucleina (dado que
carece de manera natural del dominio NAC, Fig. 4). Esta interaccion entre oy -
sinucléina se ha correlacionado de manera directa con la disminucion en la formacion
de agregados de a-sinucleina en condiciones neurodegenerativas (Hashimoto, 2001).
Fortin (2000) propone que la funcion normal de la a-sinucleina depende de su
asociacion correcta con microdominios enriquecidos en colesterol presentes en la
membrana plasmatica (denominados “balsas lipidicas” o lipid rafts) y que al menos la
mutacién A30P impide que esta asociacion se lleve a cabo, generando un mal
funcionamiento o impidiendo la localizacion nativa funcional de la a-sinucleina, hecho
que podria contribuir a su toxicidad en el Parkinson. También se ha descrito que una de
las posibles vias de toxicidad generada por la a-sinucleina reside en su tendencia a
formar agregados protéicos insolubles, ya sea consigo misma o en asociacion con otras
proteinas, y que las mutaciones en su secuencia no hacen sino exacerbar la formacion de
estos agregados, generando una estructura primaria que tiende mas hacia la
autoagregacion que la secuencia silvestre (Sharme, 2001). Otra teoria apunta mas bien a
que, teniendo como premisa principal que la funcién putativa de la a-sinucleina es la de
regular la estabilidad y el trafico de las vesiculas sinapticas, mutaciones en ella
provocan un deterioro de esta funcion, lo que a su vez impediria la asociacion de las
vesiculas de reciclaje con los endosomas que permiten la liberacién y reciclaje de su
contenido. Dado que no pueden liberarse, no existirian entonces vesiculas libres
disponibles para incorporar la recién formada dopamina (Fig. 5). Es de esta manera que
la dopamina se va acumulando dentro de la neurona y se oxida a versiones toxicas como

la dopamina-quinona y el &cido dihidroxifenilacético, y se supera la capacidad de
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respuesta de las neuronas dopaminérgicas. Estas terminan muriendo como resultado del
envenenamiento provocado por los subproductos de oxidacion de la dopamina
(Lotharius, 2002). Otro posible mecanismo de toxicidad fue propuesto por un grupo de
investigacion encabezado por Auluck, que han logrado asociar la toxicidad de la o-
sinucleina con fallas en la funcion de las chaperonas encargadas de facilitar su
plegamiento. Estos investigadores propusieron que la a-sinucleina secuestra a la Hsp70,
impidiéndole hacer su trabajo normal, y promoviendo asi la acumulacion de proteinas
mal plegadas en la célula. A este respecto, los investigadores encuentran que la adicion
de sustancias que envenenan a las chaperonas exacerban la formacion de inclusiones de
a-sinucleina, y ademas demuestran que una sobreexpresion de Hsp70 impide la
formacion de estos agregados y logra abolir la toxicidad de la a-sinucleina, impidiendo
la muerte de neuronas dopaminérgicas (Auluck, 2002). De hecho, proponen ésta como
una posible estrategia terapéutica en contra de los efectos del Parkinson. Estudios en
Drosophila han demostrado que a medida que se degeneran las neuronas
dopaminérgicas, la a-sinucleina humana que se expresa de manera heteréloga en ellas
comienza a fosforilarse en mayor medida en la Ser129, de manera que si se inhibe la
fosforilacion en este residuo se evita la formacion de fibras y agregados protéicos y se
disminuye significativamente su toxicidad (Chen, 2005) (ver seccién de modelos
experimetales de la EP).

De especial interés es, sin embargo, la interaccion que tiene con la sinfilina,
proteina que Engelender y colaboradores (2000) encontraron interactuando con la
sinucleina en estudios de doble hibrido de levadura. Estos investigadores propusieron
entonces que la sinfilina es un componente clave en al formacion de los cuerpos de
Lewy. Aun cuando la interaccion lleva descrita casi diez afios, las vias que la regulan

estan todavia pobremente entendidas.
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1.2.7 Sinfilina (SNCAIP). La sinfilina (o a-sinuclein interacting protein, SNCAIP) fue
descubierta como resultado de la bdsqueda de proteinas que interactuaran fisicamente
con la a-sinucleina utilizando como metodologia el doble hibrido de levadura *. La
sinfilina es una proteina de 919 aminoacidos con un peso molecular que puede oscilar
entre 115 y 140 kD. Aungue su funcion especifica es todavia desconocida, se han
logrado identificar en su secuencia varios dominios, tales como el de repeticiones
similares a anquirina, hélice-hélice, un dominio putativo de unién a ATP/GTP y
regiones secuencias blanco para las caseina cinasa | y Il (Lee, 2004; Chung, 2001,

Kruger, 2004) (Fig. 7).
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Figura 7. Representacion esquematica del marco de lectura abierto de la sinfilina. Las
repeticiones similares a anquirina se muestran en verde, mientras que los dominios
hélice-hélice (C-C) y de unién a ATP/GTP se muestran en rojo y magenta,
respectivamente. En la parte superior se encuentran las regiones que interactan con
otras proteinas relacionadas con la patogénesis del Parkinson (Figura tomada de Kriiger,
2004).

Los dominios de anquirina son una de las firmas mas comunes que denotan
interacciones proteina-proteina. En general los dominios de anquirina son mddulos
repetidos en tdndem de aproximadamente 33 aminoacidos y pueden encontrarse en
proteinas de muy diversas funciones que abarcan desde iniciadores transcripcionales y
reguladores del ciclo celular hasta transportadores idnicos, proteinas del citoesqueleto y
transductores de sefiales, pero de manera general se consideran como firmas que

denotan interacciones proteina-proteina. Aunque la sinfilina cuenta con homologos en

todos los vertebrados, se considera que tienen funciones similares solo aquellos que se
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encuentran en los mamiferos, con los que la sinfilina humana comparte hasta 86% de
aminoéacidos (como el caso del chimpancé Pan troglodytes y el ratbn Mus musculus).
Sin embargo, la homologia con la sinfilina del raton asciende hasta el 96.5% en la
region central de la proteina en la que se encuentran los dominios similares a anquirina
y la repeticion hélice-hélice. Esto apoya la idea de que esta region altamente conservada
entre diferentes organismos tiene una funcion fisiologica similar que depende en muy
buena medida de la integridad de estas secuencias (Kruger, 2004). Esto ha permitido
localizar dominios indispensables en la secuencia de con la a-sinfilina que le permiten
interactuar, ademas de la a-sinucleina, con otras E3 ligasas involucradas en la
degradacion de proteinas por la via del proteosoma: parkina, dorfina, SIAH1 y SIAHII.
Al igual que la a-sinucleina, la sinfilina muestra un patron de expresion
significativamente neural, y se localiza predominantemente en la region presinaptica de
las neuronas. Aunque su funcién especifica se conoce pobremente, las especulaciones
mas recientes apuntan hacia una funcion en las vesiculas sinapticas, probablemente
regulando en algun nivel la liberacion de varios neurotransmisores y, en particular, el
trafico de dopamina en neuronas dopaminérgicas. En tejido neural de humanos, la
sinfilina se expresa predominantemente en neuronas como las células de Purkinje, y
neuronas de la sustancia nigra y piramidales de la corteza (Kruger, 2004; Engelender,
2000). En extractos neuronales se ha encontrado que el peso molecular de la sinfilina
puede variar en extremos que van desde los 50 y 56 kD hasta los 120 kD, apoyando la
idea de que el splicing alternativo o procesamiento postranscripcional son basicos en la
expresion de la sinfilina y es gracias a estos procesos que existe una gran variedad de
formas de sinfilina. Estas podrian dedicarse a una amplia gama de funciones, todas ellas

encaminadas probablemente a la regulacion del trafico de diferentes tipos de vesiculas
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sinapticas y, en particular, a la regulacion directa de la union de la a-sinucleina a la
membrana de las vesiculas sinapticas.

El estudio de Engelender y colaboradores no sélo determiné que en efecto estas
dos proteinas interactGan in vitro, sino que la sinfilina lo hace de manera mucho mas
potente con la a-sinucleina mutante A30P, lo cual tendria implicaciones directas en la
patogénesis del Parkinson. Esto sugiere probablemente que las mutaciones en el gen que
codifica para la a-sinucleina promueven en mayor o menor medida la interaccion con
otras proteinas (como la sinfilina) y éstas a su vez alteran la tasa de formacién de
inclusiones similares a los cuerpos de Lewy, elementos centrales en la patogénesis de
esta enfermedad. Otro estudio determind que esta interaccién depende en buena medida
de la fosforilacion que sufre la sinfilina por la caseina cinasa Il (CKII) (Lee, 2004), sin
el cual la a-sinucleina y la sinfilina no logran interactuar de manera adecuada y por lo
tanto la formacién de agregados se afecta. Este fendmeno también fue propuesto como
eslabon en la cadena de eventos que en Ultima instancia generan Parkinson, dado que la
capacidad de formar inclusiones es, para muchos, una sefial que mas bien ejemplifica
una estrategia celular encaminada a la proteccion y no un resultado patolégico de dafio o
sefial inequivoca de la antesala de la muerte celular. La sinfilina llamd la atencién de los
investigadores cuando se encontrd que la relacién no sélo era un artefacto del estudio in
vitro, sino que formaba en efecto una parte esencial en la generacion de cuerpos de
Lewy no Unicamente en pacientes parkinsonianos, sino en general en muchas de las
sinucleiopatias que implican la formacion de agregados de a-sinucleina, como la
demencia con cuerpos de Lewy. Todas estas nociones cobraron mayor importancia por
el hallazgo de que la sinfilina es parte fundamental del nicleo denso de los cuerpos de
Lewy, mientras que la a-sinucleina forma parte de la region periférica hialina de estos.

Esto fortalecio la idea de que para que la a-sinucleina logre formar agregados similares
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a los cuerpos de Lewy tendria que interactuar con la sinfilina (Wakabayashi, 2002), y
consolido la nocidn de que la sinfilina es un componente que funciona como conector
fundamental en la formacion de agregados protéicos. Si bien ya se ha determinado que
la sinfilina interactia de manera importante con la o-sinucleina, y estudios
independientes han concluido también que la sinfilina funciona como sustrato para la
E3 ligasa Parkina, investigaciones en donde se analice la interaccion particular de estas
tres proteinas no han logrado establecer avances importantes que permitan entender los
mecanismos moleculares que modulan la patogénesis del Parkinson.

Son varias las regiones de la sinfilina que se han encontrado interactuando de
manera especifica con la a-sinucleina, tanto la regién central como la amino-terminal.
Ya que la interaccidn es tan clara, resulta razonable asumir que la sinfilina participe de
manera activa en la patogénesis del Parkinson. De hecho, se ha encontrado que la
expresion conjunta de estas dos proteinas en cultivos de lineas celulares in vitro
promueve la formacion de muchas mas inclusiones similares a cuerpos de Lewy con
respecto a las que se forman cuando la a-sinucleina y la sinfilina se expresan de manera
separada e independiente. Esto ha sido apoyado por estudios que sefialan que, en
ausencia de sinfilina, la parkina no logra interactuar con la a-sinucleina no glicosilada
(la especie mas abundante en el cerebro humano). Sorprendentemente, la parkina
interactUa con la sinfilina de manera muy especifica, de modo que en este trinomio de
proteinas, cada una parece ser tan importante como la otra (Chung, 2001; Kruger,
2004).

Una vez que se asocio a la sinfilina con la formacion de cuerpos de Lewy en el
cerebro de pacientes parkinsonianos, se diseflaron estrategias para encontrar
polimorfismos y mutaciones en el gen que codifica la para la sinfilina con el interés de

encontrar mutaciones en la sinfilina que produjeran efectos similares a los que se
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encontraron en otros genes asociados al Parkinson familiar (Engelender, 2000).
Solamente se encontraron unas pocas mutaciones en la sinfilina, entre las cuales hay una
substitucion de cisteina por arginina en la posicion 621 (R621C) de la secuencia de
aminoéacidos del quinto dominio de anquirina. Sin embargo, en cultivos celulares en los
que se co-expresd a la sinfilina mutante con a-sinucleina se formaron menos
inclusiones en comparacion a los generados con a-sinucleina y sinfilina silvestre. A
pesar de esto, se generd la hipotesis de que mutaciones en la sinfilina también podrian
estar direc tamente relacionadas con la adquisicion y desarrollo de la enfermedad
(Marx, 2003). Posteriormente se determind en estudios mas detallados que mutaciones
y/o variaciones en la secuencia de aminoacidos de la sinfilina no generan diferencias
significativas en la adquisicion y desarrollo ni de Parkinson ni de enfermedades
relacionadas con agregados anormales de o-sinucleina y de otras proteinas que se
relacionan con ella (Myhre, 2008); por lo tanto se ha desechado la idea de que
mutaciones en la sinfilina sean agentes causales directos del mal de Parkinson, a
diferencia de mutaciones en la a-sinucleina y/o en la parkina. Ademas de la interaccién
que guarda con la a-sinucleina, la sinfilina también se asocia con otras proteinas
involucradas directamente con la patogénesis del Parkinson. Una de las méas estudiadas
ha sido la que tiene con la caseina cinasa Il (CKII). En experimentos en lineas celulares
se ha observado que la CKII fosforila a la sinfilina, y que en ausencia de esta
fosforilacion la sinfilina es incapaz de interactuar con la a-sinucleina, lo que disminuye
de manera significativa la formacion de inclusiones citoplasmaticas. Lo realmente
interesante de esto es que las células que no logran formar estos agregados son en
general mas susceptibles a dafio y mueren en una tasa mucho mas alta con respecto a las
que expresan de manera correcta a la sinfilina con la CKII (Lee, 2004). Otra relacién

que ha sido descrita es la que se lleva a cabo entre la sinfilina y la glicdgeno sintasa
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cinasa-3 (GSK3p). La GSK3p también fosforila a la proteina tau, que esta involucrada
de manera intima con la patogénesis del Alzheimer. Se ha especulado de manera muy
general que el papel que tiene GSK3p con respecto a la sinfilina es, o bien el de
marcarla como blanco de degradacion (fallas en este sentido provocarian un
desequilibrio capaz de afectar de manera significativa la manera en la que la sinucleina
es a su vez sefialada para degradacion), o bien, modificarla de manera postraduccional
para que sea funcional (Tanji, 2003) Cualquiera que sea el caso, es claro que todavia se
necesitan mas estudios en este sentido. Sin embargo, el hallazgo de que la sinfilina
interactla de manera importante con la parkina (una E3 ligasa de ubiquitina) establecio
el primer eslabén en la cadena de investigaciones que toman como premisa el hecho de
que cuando existen fallos en la sefializacion para degradacion de la sinfilina es cuando
se genera un desequilibrio en la conformacion y concentracion de la a-sinucleina que
puede llegar a ser nocivo para la célula (Chung, 2001). Todo esto ha sido soportado por
estudios que apoyan la idea de que la sinfilina puede ser poliubiquitinizada y de manera
subsecuente degradada por la via del proteosoma. Entre estos estudios destacan aquellos
en los que se ha descrito cémo tres diferentes E3 ligasas ubiquitinan especificamente a
la sinfilina y la sefialan para su degradacion. Esas ligasas son: Dorfina, SIAH1 y SIAH2
(Revisado en Kruger, 2004); todas ellas, junto con la parkina, han sido encontradas en
los cuerpos de Lewy de pacientes que padecieron la enfermedad de Parkinson. La cinasa
con repeticiones de anquirina ricas en leucina 2 (LRRK2 por sus siglas en inglés), gen
implicado directamente en la patogenesis del Parkinson esporadico cuando se encuentra
mutado (Liu, 2008), podria también interactuar de manera importante tanto con la o-
sinucleina como con la sinfilina, aunque no se ha demostrado su interaccion in vitro; se
requiere profundizar en estos estudios para determinar esta interaccién. Se ha

demostrado, por ejemplo, que mutaciones en este gen impiden que su producto sea
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reconocido por la parkina, de manera que no se logra sefializar para su degradacion
correcta, y en cultivos celulares donde se co-expresan la parkina y el LRRK2, se
promueve la formacion de agregados proteicos donde este es el componente principal,
mientras que si se expresa alguna de sus formas mutantes, las células mueren por
apoptosis (Smith, 2005). Esto permite proponer una vez mas que la sinfilina puede
actuar como puente conector entre la parkina y sus diferentes blancos, funcionando
probablemente como un substrato para ella. Comprender la relacion entre la sinfilina y
la a-sinucleina serd critico para entender como se desarrolla no solamente la
enfermedad de Parkinson, sino de muchos otros sindromes en donde los agregados
protéicos en el sistema nervioso son una caracteristica fundamental, tales como la
demencia con cuerpos de Lewy, en donde también la sinfilina es parte del nicleo denso
de los agregados (Wakabayashi, 2000).

Estudios relativamente recientes especulan que la formacion de agregados
proteicos en donde esté involucrada la sinfilina son en general citoprotectores. Estos
agregados proteicos son una manera en la que la célula responde a la acumulacion de
proteinas indeseables en el citoplasma. Esto se ha demostrado por el hecho de que una
vez que se inhibe la formacion de estos agregados, la acumulacion de las proteinas que
debian ser degradadas resulta altamente tdxica para la célula. La presencia de la sinfilina
es fundamental para que estos agregados multiméricos se formen y las proteinas toxicas
no hagan dafios irreparables a las células. Esto resulta valido también para sistemas en
donde la sinfilina ha sido mutada o no se encuentra presente, pues la formacién de
agregados multiméricos se reduce. En conclusion, resulta central generar modelos que
permitan estudiar si la sinfilina interactla de manera activa con otras muchas proteinas

relacionadas directamente con la adquisicion y desarrollo de la enfermedad de
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Parkinson, y si es que esta interaccion juega o no papeles relevantes en eventos que
predispongan a padecer esta enfermedad.
1.3 Modelos animales de la enfermedad de Parkinson.
Segun la revision de Beal (2001) para que exista una relevancia directa con el humano,
un modelo experimental acerca del Parkinson debe tener las siguientes caracteristicas
(Tabla 2): Primero, un complemento normal de neuronas dopaminérgicas al momento
del nacimiento que vayan desapareciendo una vez que se llega a la edad adulta, un
elemento experimental presente en el raton, los simios y la mosca. Segundo, el modelo
debe presentar un déficit motriz detectable, algo que no se ha logrado en el ratén y que
resulta complicado determinar en simios. Tercero, el modelo debe presentar la
formacion de los caracteristicos cuerpos de Lewy. Cuarto, si el modelo es genético,
debe estar basado en una mutacién simple que permita su propagacién réapida y de
manera relativamente sencilla. Por ultimo, los efectos deben presentarse en un corto
periodo de tiempo, permitiendo hacer mas analisis a menos costo.
6-hidroxidopamina. Una inyeccion de este compuestos en la sustancia nigra provoca
la acumulacidn de esta toxina en las neuronas dopaminérgicas y, tras una generacion
de radicales libres, su muerte. Aunque si se puede caracterizar un déficit motriz en
ratones inyectados con esta toxina (movimientos de rotacién), no ha sido posible
generar cuerpos de Lewy y la pérdida de neuronas no solamente se limita a las
dopaminérgicas.
Rotenona. Se ha sefialado en estudios epidemioldgicos que la exposicion a ciertos
pesticidas son un factor de riesgo para desarrollar Parkinson. La rotenona, un
insecticida relativamente comun, inhibe fuertemente el complejo | de la cadena
respiratoria y cuando se administra en ratas, genera déficit motriz, pérdida gradual

de neuronas dopaminérgicas e inclusiones celulares inmunopositivas a o-sinucleina.
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Sin embargo, el problema de la rotenona como modelo es que afecta de manera
diferente a los individuos a los que se les administra. Por ejemplo, solamente 12 de
25 ratas tratadas con una dosis estandarizada de rotenona desarrollan lesiones, por lo
que estudios a gran escala resultarian muy costosos y poco eficientes.

Modelos de a-sinucleina en ratdn. Los ratones que no expresan a-sinucleina son
viables, fértiles y presentan un desarrollo cerebral normal y, de manera muy
interesante, no se observa en ellos un fenotipo parkinsoniano tipico, sugiriendo que
la ausencia de la funcidon de la a-sinucleina no es un factor causal de la enfermedad,
y que las mutaciones asociadas con el Parkinson familiar deben mas bien estar
relacionadas con una ganancia de funcién. Sin embargo, estos ratones si muestran
una disminucién en los niveles de dopamina en el estriado, lo que sefiala a la
sinucleina como un modulador del metabolismo de la dopamina. En ratones que
sobreexpresan a la a-sinucleina silvestre y sus mutantes, se llegan a observar
agregados de ésta pero, a diferencia de lo que ocurre en el Parkinson, las inclusiones
no se forman Unicamente en el citoplasma de las neuronas, sino también en el
nacleo. Ademas, las inclusiones no son siquiera parecidas a los caracteristicos
cuerpos de Lewy vy, aunque se pierden terminales dopaminérgicas, no se ha
encontrado una pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra. Los
problemas motrices son ligeros incluso a tiempos largos, después de un afio de edad,
de manera que las conclusiones obtenidas por este modelo son poco claras.

Modelo de MPTP. La neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), es un subproducto de la manufactura de algunos analogos de la heroina y,
como mencioné en la seccion factores ambientales, fue descubierta gracias a que
algunos drogadictos que la consumieron desarrollaron sintomas severos de

parkinsonismo. Una vez que se aislo, se generaron modelos de Parkinson en raton y
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primates a partir de la administracion de MPTP. EI MPTP es metabolizado en los
astrocitos como 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) por la enzima monoamina oxidasa
B. EI MPP+ es transportado exclusivamente al interior de las neuronas
dopaminérgicas donde se acumula en mitocondrias, inhibiendo fuertemente la
funcién del complejo | de la cadena respiratoria, reduciendo la generacion de ATP e
incrementando enormemente la produccion de radicales libres altamente toxicos
para la célula. La toxicidad provocada por el MPTP en primates genera las
caracteristicas clasicas de los pacientes con Parkinson, y ha servido enormemente
para conocer los circuitos del estriado involucrados en los mecanismos de esta
enfermedad, dado que las neuronas mas afectadas son precisamente las de la
sustancia nigra. Otras zonas del cerebro también se afectan, pero lo hacen de manera
muy similar a como ocurre en humanos. La utilizacién de MPTP como modelo
también ha permitido encontrar agentes neuroprotectores que en general se encargan
de interferir con las vias apoptéticas y con la generacién de radicales libres. Estas
sustancias podrian formar parte de terapias en contra de la enfermedad de Parkinson.
Sin embargo, una gran diferencia entre este modelo y el Parkinson es que la
administracion de MPTP no genera inclusiones similares a cuerpos de Lewy.

Expresion de ea-sinucleina en Drosophila. En el afio 2000, Feany y Bender
publicaron una investigacion en la cual expresaron el gen humano de la a-sinucleina
y sus mutantes A53T y A30P en moscas transgénicas. Los resultados arrojaron
conclusiones muy importantes. Por un lado, se observé degeneracién especifica de
neuronas dopaminérgicas con respecto al tiempo, déficit motriz y la formacion de
inclusiones muy similares a cuerpos de Lewy, algo dificil de lograr con otros
modelos de Parkinson, lo que ha hecho a la mosca un modelo ejemplar en el estudio

de enfermedades neurodegenerativas y, en particular, del Parkinson, dado que se
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pueden expresar de manera tejido-especifica las proteinas involucradas en su
patogénesis. Ademas, determiné que el fenotipo observado es independiente de la a-
sinucleina que se esté expresando, es decir, no hay diferencias significativas entre
los efectos causados por la a-sinucleina silvestre y sus mutantes A30P y A53T.
La mosca de la fruta resulta un muy buen modelo experimental para estudiar la EP por
diversas razones: En principio, es un organismo que cuenta con un sistema nervioso lo
suficientemente complejo como para poder extrapolar algunos de los resultados
obtenidos en ella a fendbmenos que ocurren en cerebros tan complejos como el del
humano y, al mismo tiempo, es mucho mas sencillo de utilizar, dado que la mosca
cuenta solamente con unas 200,000 neuronas, un numero mucho menor al del cerebro
humano. Drosophila tiene un ciclo de vida muy corto (poco méas de 70 dias desde la
etapa embrionaria hasta la muerte), lo que permite realizar estudios de envejecimiento
en un periodo de tiempo muy corto. La genética en Drosophila también es otra ventaja,
ya que obtener una mosca transgénica requiere mucho menos tiempo y es mas sencillo
generarla comparada con, digamos, un ratdn transgénico. Por si fuera poco, mantener un
gran nimero de moscas es también muy sencillo; varios cientos de moscas pueden
conservarse en el espacio que ocuparia un solo ratén. Herramientas de expresion
bipartita establecidas en Drosophila como UAS-GAL4 (que permiten expresar genes de
interés en tejidos especificos) hacen de la mosca un modelo experimental bastante
atractivo. Este sistema aprovecha el activador transcripcional de levadura GAL4, capaz
de reconocer una secuencia UAS (upstream activating sequence) en regiones del
genoma. Cuando GAL4 se une a su secuencia UAS, los genes que se encuentran rio
debajo seran transcritos por la actividad de GAL4. Si no se encuentra GAL4, estos
genes bajo el control de UAS no se transcriben. Este sistema fue introducido por

Perrimon y colaboradores (1993) en Drosophila. Generaban moscas con construcciones
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que llevaran el activador transcripcional GAL4 controlado por promotores especificos,
ya fueran ubicuos (como el promotor de actina que se expresa en todo el cuerpo, por
ejemplo) o especificos para algun tipo de tejido (como el de la tirosina hidroxilasa, que
se expresa Unicamente en las neuronas dopaminérgicas de la mosca). También
generaron moscas que llevan genes de interés rio debajo de la secuencia UAS que
reconoce GAL4, por ejemplo, a la proteina verde fluorescente (GFP). De este modo,
cuando se cruzan estas dos lineas de moscas transgénicas la progenie que hereda ambos
componentes del sistema (tanto GAL4 controlado por un promotor especifico, como la
secuencia UAS rio arriba de algin gen de interés) éste se expresara solamente en los
tejidos en donde se exprese GALA4. Si bien es cierto que algunas de las caracteristicas de
la EP no pueden ser recapituladas en la mosca (como la degeneracion de la substancia
nigra o problemas especificos del estriado), también es cierto que la relacién costo-

beneficio resulta altamente favorable para Drosophila.

Tabla 1. Caracteristicas de modelos animales para la enfermedad de Parkinson.

Modelo Pérdida gradual de Déficit motriz Desarrollo de Basado en Periodo de tiempo

neuronas DA en facilmente cuerpos de Lewy mutacion simple corto
estado adulto detectable

Expresion a- Si Si Si Si Si

sinucleina en

Drosophila

Rotenona Si (variable) Si Si N.A. Si

MPTP agudo No Si No N.A. Si

Sobreexpresion o Si, pero no en Si Inclusiones N.A. No

inucleina en raton in ni
sinucleina en ralon gy stancia nigra nucleares y

citoplasmicas

6-hidroxidopamina No Si No N.A. Si
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1.4 Justificacion

En el laboratorio del Dr. Enrique Reynaud en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, se generé un modelo de estudio basado en la expresion transgénica de los
genes humanos que codifican a la a-sinucleina y a la proteina que interactla
principalmente con ella, la sinfilina, de manera especifica en las neuronas
dopaminérgicas de Drosophila melanogaster para estudiar sus funciones. Los fenotipos
resultantes serdn debidos a la presencia de estas dos proteinas, dado que ni la o-
sinucleina ni la sinfilina tienen homdélogos funcionales en Drosophila. Entender el
componente genético que sienta las bases que predisponen a los individuos a desarrollar
esta enfermedad debe ser un esfuerzo conjunto en la investigacion cientifica tanto basica
como aplicada, dado que si entendemos como es que relaciones normales entre distintas
proteinas son modificadas en el mal de Parkinson, podremos atacar de manera mucho
mas fina las bases que tanto se le han escapado a las técnicas epidemioldgicas que, si
bien han permitido relacionar componentes ambientales con la adquisicién y desarrollo
del Parkinson, también han minimizado el papel que juegan los factores genéticos. Si
entendemos como funcionan los genes relacionados con la enfermedad de Parkinson,
seremos capaces de anticipar un diagnostico en pacientes predispuestos pero
asintomaticos, y asi mejorar enormemente la calidad de vida de las personas que
alcanzan edades avanzadas. Resulta interesante recalcar que, aunque se sabe de la
presencia de la sinfilina en los cuerpos de Lewy y como ésta tiende a interactuar
fuertemente con la a-sinucleina, los estudios acerca de dicha interaccion son muy
escasos Yy los resultados que se obtengan seguramente seran valiosos en varios niveles.
Asi como las actividades cognitivas complejas se basan en la jerarquizacion de circuitos

neuronales, las bases moleculares de las enfermedades también se pueden reducirse en
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muchos casos a interacciones proteina-proteina que van adquiriendo complejidad a
medida que se agregan elementos a la ecuacion. Si somos capaces de entender como es
que funciona uno de los médulos basales (en este caso, la interaccion de la a-sinucleina
y sus mutantes con la sinfilina), estaremos, sin duda, un paso mas cerca de entender los

mecanismos del Parkinson.

1.5 Hipotesis

Si la alfa-sinucleina y la sinfilina estan directamente involucradas en el mal de
Parkinson, entonces la coexpresion de ambas proteinas en el sistema nervioso de
Drosophila melanogaster generara un fenotipo particular que sera distinto al derivado
de la expresion independiente de cada una de estas proteinas.
1.6 Objetivo general.

Determinar los efectos que genera la expresion independiente y la coexpresion de la
a-sinucleina y sus mutantes con la sinfilina en el sistema nervioso de Drosophila
melanogaster.

1. MATERIALES Y METODOS.

Lineas transgénicas. Las moscas transgénicas que expresan la a-sinucleina fueron
obtenidas directamente del banco de Drosophila en Bloomington, en la universidad de
Indiana, Estados Unidos (flystocks.bio.indiana.edu). De ahi se obtuvieron también
moscas que expresan a las mutantes A53T y A30P de la a-sinucleina, todas ellas
inserciones en el cromosoma 3 de Drosophila. Las moscas que llevan la construccion de
la sinfilina fueron generadas previamente en el laboratorio.

En el laboratorio se obtuvieron lineas que fueron denominadas como sencillas
(aquellas que expresan solo una de las proteinas humanas, sea a-sinucleina silvestre,

A53T, A30P o sinfilina) y dobles (las que expresan las dos proteinas humanas en la
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misma mosca). Una vez que se estabilizaron las lineas, los machos obtenidos se
cruzaron con hembras virgenes que llevan el activador transcripcional GAL4 fusionado
con el gen de la tirosina hidroxilasa (TH), de manera que, cuando la progenie hereda el
gen humano de interés (ya sea a-sinucleina y/o sinfilina) bajo el control de una
secuencia UAS, este gen se expresa Unicamente en las células que expresen GAL4, es
decir, solamente las células que expresen a la TH (Fig. 8). Dado que en Drosophila las
Unicas neuronas catecolaminérgicas son las dopaminérgicas, y dado que los insectos no
cuentan con neuronas ni adrenérgicas ni noradrenérgicas, el marcador de TH es
universalmente aceptado en la mosca como especifico de neuronas dopaminérgicas.
Ademas, estas lineas también llevan la construccion UAS-GFP, de manera que la
proteina verde fluorescente dirige su expresion de manera especifica a las neuronas
dopaminérgicas. De este modo, en el laboratorio se obtuvieron moscas que expresan en
las neuronas dopaminérgicas, a las proteinas humanas a-sinucleina y sinfilina en
diferentes combinaciones (Tabla 3), ademas de expresar a la proteina verde
fluorescente. Asi fue posible cuantificar el nimero de neuronas dopaminérgicas en cada

condicion genética, y como éste va disminuyendo a medida que las moscas envejecen.

PARENTALES POBLACION EXPERIMENTAL
wo. GFP TH-GALA , o w-, GFP THGALs | &
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Figura 8. Esquema de las cruzas utilizadas en esta tesis. DB: Double balancer.

Conteos neuronales y estadistica en moscas adultas. Se contabilizaron las neuronas en
moscas de cada condicion genética a 1, 15, 30, 45 y 60 dias posteriores a la eclosion en
al menos cinco individuos en cada punto. Brevemente, se anestesian con CO,, y se
separan por genotipo y edad. Una vez separadas, se sumergen en alcohol al 70% entre
30 y 60 segundos para remover el exceso de aceites que llevan en la cuticula, lo que
facilita el manejo. De ahi se transfieren a pozos de diseccion con PBS: en mM (137
NaCl, 2.7 KCI, 10 Na;HPO, y 1.7 KH,POy), pH 7.4. Con ayuda de un par de forceps de
diseccion y bajo un estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000-C, se remueven las patas y las
alas de la mosca, de manera que la region ventral quede hacia arriba. Para obtener el
sistema nervioso completo, se corta cuidadosamente el térax de la mosca y se separa la
cuticula que cubre las patas. Una vez que el ganglio toracico abdominal (GTA) se
observa, todo el tejido que lo rodea se remueve. Una vez que el GTA esta limpio, se
toma firmemente la proboscide con uno de los forceps y con el otro se toma la parte
trasera de la cabeza, y se jalan para lados opuestos. Esto debe liberar la probdscide,
dejando un hueco al frente de la cabeza que permite tener un manejo mas sencillo de la
cabeza. Asi, cada par de forceps debe tomar un extremo de este hueco que se acaba de
formar y jalar para lados opuestos. Esto debe liberar el cerebro sin cuticula. Una vez
obtenido, solo hace falta remover las traqueas que rodean al sistema nervioso, tras lo
cual se fija con formaldehido al 4% en PBS durante 20 minutos. Posteriormente se
realizan tres lavados consecutivos con PBS y se monta el cerebro en 14 pl de citifluor
(Ted Pella, Inc.). Los conteos neuronales se llevan a cabo indistintamente en
microscopio de fluorescencia y confocal y los datos resultantes se analizan en el pagquete
informatico Sigma Plot. Las comparaciones se hacen Gnicamente entre un punto y otro

de las curvas por una prueba t-Student.
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Inmunohistoquimica. Para comprobar que la a-sinucleina se esté expresando en las
neuronas dopaminérgicas de las moscas transgénicas, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica con los que se pretendié co-localizar la expresion de la o-
sinucleina con la de la GFP. Para hacerlo, cerebros de moscas adultas de 60 dias fueron
disectados como se describi6 en la seccién anterior. Una vez fijados por 20 minutos en
paraformaldehido al 4%, se transfirieron a fijador fresco durante 50 minutos
adicionales. Transcurrido este tiempo, se hicieron tres lavados rapidos en PBT (0.3%
triton X/PBS), de cinco minutos cada uno. Se procedio a agregar el bloqueo, una
solucion al 4% de suero de chivo/PBT (400 ul/10 ml PBT) para bloquear todas las
regiones no especificas de unién a anticuerpos, durante una hora a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se afiadio el primer anticuerpo, anti-a—sinucleina de
raton a una concentracion 1:50 durante toda una noche a 4°C en la solucion bloqueadora
con suero de chivo previamente utilizada. El anticuerpo se recuperd y almacené a 4°C,
lo que permitio reutilizarlo en un par de repeticiones mas. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion del anticuerpo primario contra la a-sinucleina, se lavd tres veces
en PBT, por cinco minutos cada una, tras lo cual se procedié a agregarle el anticuerpo
secundario (alexa anti-ratén 1:500 en 4% de suero de chivo/PBT) a temperatura
ambiente durante dos horas. El anticuerpo secundario también puede ser recuperado,
almacenado a 4°C vy reutilizado en otra sesion. Posteriormente, se lavaron los cerebros
tres veces, durante cinco minutos cada una con PBS, para eliminar los restos de Tritdn
X. Finalmente los tejidos se montaron en 14 ul de citifluor (Ted Pella, Inc.), sellados
con barniz de ufias comin y se observaron bajo microscopio confocal. Con la misma
metodologia se realizaron inmunotinciones utilizando anticuerpos anti-oligdmeros de o-

sinucleina, (Biosource), y Cy3 acoplado a un anticuerpo secundario.
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Curva de supervivencia. Cohortes de al menos 100 individuos de cada genotipo fueron
monitoreados para determinar su supervivencia. Las moscas fueron mantenidas en
medio normal de maiz, y cambiado por uno fresco cada dos o tres dias. La mortalidad
fue anotada diariamente y analizada como porcentaje (moscas sobrevivientes/moscas
nacidas). El experimento se repitio dos veces.
Ensayo de movilidad. Se determino la capacidad de movimiento de las moscas de cada
genotipo analizando su capacidad de “escalar” (geotaxis negativa). Cohortes de diez
machos fueron anestesiados y colocados en viales de plastico de 10 cm de altura vy, tras
30 minutos de recuperacién de la anestesia, el tubo fue golpeado para colocar a las
moscas en el fondo del vial. Se analiz6 el porcentaje de moscas que alcanzaron una
linea arbitraria colocada a siete centimetros del fondo del vial, en un tiempo de diez
segundos. El experimento se realizd a 1, 15, 30, 45 y 60 dias de eclosionadas, y en cada
genotipo y edad se repitio tres veces. Una vez mas, el analisis estadistico fue
comparacion de punto contra punto de la curva, utilizando la prueba t-Student.

I1l.  RESULTADOS
La sinfilina y la mutante a-sinucleina A30P son las mas tdxicas para las neuronas
dopaminérgicas.
Para determinar el papel que podrian desempefiar las proteinas humanas en el mal de
Parkinson, en el laboratorio se decidid realizar conteos neuronales en diferentes
combinaciones genéticas (Figura 8). Dado que Feany y Bender en el 2000 demostraron
que la expresion de a-sinucleina de manera especifica en la retina de Drosophila (con el
driver GMR) provoca una degeneracion de ésta mucho mas evidente con respecto a la
que se observa en condiciones de envejecimiento normales, y que cuando se expresa de
manera ubicua en el sistema nervioso (con el driver panneural elav) la movilidad se ve

también mucho maés afectada, la cuestion era determinar si este efecto se puede observar
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también a nivel de muerte neuronal en el sistema nervioso. Para hacerlo, utilizamos el
driver de la tirosina-hidroxilasa (TH) especifico de neuronas dopaminérgicas, lo que
permitio establecer de manera mucho mas sencilla la ausencia o presencia de neuronas,
dado que la metodologia permite hacerlo en mucho menos tiempo y sin la necesidad de
realizar inmunotinciones.

En el cerebro de la mosca adulta estdn descritos al menos seis conjuntos de
neuronas dopaminérgicas en cada hemisferio, positivos todos para la tincién contra
tirosina-hidroxilasa (Friggi-Grelin, 2003; Liu, 2008). Nosotros, partiendo de los mapas
descritos (Figura 9, panel A), pudimos determinar que la expresion independiente de
cada una de estas proteinas ligadas al mal de Parkinson genera los fenotipos mas
acusados en términos de degeneracion neuronal. Como se puede observar en la tabla 2,
mientras que todas las lineas con las que se cuenta en el laboratorio eclosionan con
aproximadamente el mismo nimero de neuronas dopaminérgicas (45.9 £ 1.2 en el
cerebro y 18.5 + 0.7 en el ganglio toracico abdominal; nimero promedio de neuronas *
error estandar), las que a los 60 dias de edad tienen la menor cantidad son aquellas que
expresan cualquiera de las proteinas humanas de manera independiente (a las que
denominamos sencillas) pero, de manera muy interesante, dentro de este grupo resultan
mucho mas agresivas la sinfilina (24.6 £1.5 en el cerebroy 10.6 £ 1.2 enel GTA) y la
a-sinucleina A30P (28.7+1.9 en el cerebro y 12.4+1.8 en el GTA ) con respecto al
grupo control (33.5 + 1.8 en el cerebro y 14.6 £1.2 en el GTA). Se consideré que

p<0.05 representa una diferencia significativa.
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Figura 9. La construccion TH-GAL 4 induce la expresion genética de manera especifica
a las neuronas dopaminérgicas en el sistema nervioso de Drosophila. En el panel A se
muestra de manera esquematica el patron en el que se distribuyen las neuronas
dopaminérgicas en el sistema nervioso central de Drosophila (Friggi-Grelin et al 2002).
En el panel B se muestra la misma construccion inmunotefiida en el laboratorio. Nétese
que el patron es el mismo que el obtenido por Friggi-Grelin y sus colaboradores.

Tabla 2. Namero promedio de neuronas dopaminérgicas por condicidn genética y edad.

Sinf;SNCA Sinf;SNCA Sinf;SNCA

Edad Control SNCA wt Sinf SNCA A30P wt A53T A30P

1 4743+240 40.67+2.06 4650+1.31 49.25+2.66 52.43+3.58 46.00+£0.91 43.40+1.72

15 4733+290 40.50+2.08 43.44+152 4286+284 5048+245 4500+0.88 42.60+3.12

30 4283+3.06 40.00+0.67 30.18+1.98 39.10%+1.96 44.67+179 44.67+234 41.17+3.03

45 4217+3.62 3750%+0.29 29.33+1.82 30.10%+1.85 39.75+2.03 4438+1.45 3850+244

60 3350+185 16.00+4.08 24.67+156 19.27+204 36.45+293 4267+145 37.17+3.16

En la tabla se muestra el nimero promedio de neuronas dopaminérgicas por edad (en
dias) y condicion genética + el error estandar.

La co-expresion de a-sinucleina y sinfilina en las neuronas dopaminérgicas neutraliza
la toxicidad de ambas proteinas y evita la degeneracion neuronal.

Una vez que se determind que el efecto de la a-sinucleina no solo es agresivo en la
retina y en la movilidad, sino también en la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas de todo el sistema nervioso de Drosophila. El siguiente punto fue
establecer el fenotipo resultante de la coexpresion de la a-sinucleina con la sinfilina.
Para hacerlo, utilizamos el driver de la tirosina-hidroxilasa para expresar

especificamente en las neuronas dopaminérgicas a las dos proteinas, junto con la GFP.
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Figura 10 A. La expresion independiente tanto de sinfilina como de a-sinucleina
silvestre dirigida de manera especifica a las neuronas dopamineérgicas con el driver de
tirosina-hidroxilasa promueve su degeneracion. En los paneles A y C se muestran los
resultados obtenidos en las siete diferentes combinaciones genéticas tanto en el cerebro
como en el ganglio toracico abdominal, respectivamente. Los paneles B y C muestran
de manera simplificada los casos mas significativos de muerte y proteccion neuronal.
Notese que tanto en el ganglio toracico abdominal como en el cerebro la sinfilina es la
proteina mas agresiva, seguida inmediatamente por la o-sinucleina silvestre. Sin
embargo, la expresion conjunta de estas dos proteinas inhibe la toxicidad y recupera el
fenotipo silvestre. Los asteriscos denotan una diferencia significativa en una prueba t-
Student con respecto al control (p<0.05). Ver imagenes de microscopia confocal en la
pagina siguiente.
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Control Alfa-sinuclema wt Sinfilina Alfa-sinucléina wt/Sinfilina

Figura 10 B. Sistema nervioso de mosca 60 dias que expresan bajo diferentes combinaciones a las proteinas alfa-sinucleina w/o
sinfilina. Notese que la mosca control mantiene un niumero razonable de neuronas incluso a los sesenta dias de edad. Sin embargo,
tanto la mosca que expresa alfa-sinucléina silvestre v sinfilina por separado (paneles centrales) muestran un numero considerablemente
reducido de neuronas dopaminérgicas. Por el contrario, las moscas en las que se coexpresaron la alfa-sinuclema v la sinfilina

mostraron un evidente abatimiento de la toxicidad que generan por separado. Este fenomeno de inhibicion de la toxicidad se observo

en todas las lineas transgenicas dobles, es decir, el proceso citoprotector se desarrolla sin que sea un factor fundamental la presencia o

ausencia de las mutaciones en el gen de la alfa-sinucleina.
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Estas lineas fueron denominadas dobles (Fig. 8), y el resultado fue notable: La alta
toxicidad que genera cada una de estas proteinas expresadas de manera independiente se
elimina de manera completa, y el hecho méas remarcable no es s6lo que las neuronas se
degeneran a una menor tasa que las transgénicas sencillas, sino que lo hacen de una
forma mucho méas similar a nuestro control e, incluso, la coexpresion parece ser no

solamente no toxica sino también protectora.

La expresion independiente de a-sinucleina y sinfilina genera mortandad temprana y
dafios en la capacidad de movimiento.

En el laboratorio utilizamos curvas de supervivencia para analizar si es que la expresion
independiente de a-sinucleina y sinfilina causa o no problemas en la viabilidad de las
moscas que la llevan. Los resultados revelaron que la expresion independiente de o-
sinucleina silvestre, a-sinucleina A30P y sinfilina provocan mortalidad prematura
(Figura 11). Las edades a las que el 50% de las moscas transgénicas de a-sinucleina
silvestre, a-sinucleina A30P vy sinfilina sobrevivieron fueron, en los tres casos, cercanos
a 40 dias, mientras que para los controles fueron préximos a los 60 dias.

Para determinar las diferencias en comportamiento generadas por la expresion
de a-sinucleina silvestre, a-sinucleina A30P vy sinfilina en neuronas dopaminérgicas, en
el laboratorio utilizamos el ensayo de movilidad (prueba de geotaxis negativa). Cuando
son enviadas al fondo de un vial, casi todas las moscas de nuestra linea control (UAS-
GFP/CyO;TH-GAL4/MKRS) muestran habilidades de movimiento iguales
estadisticamente hasta los 15 dias, en donde casi el 100% de los individuos alcanzaba la
marca arbitraria en los diez segundos disponibles para hacerlo. A medida que las
moscas control envejecieron, éstas comenzaron a recorrer distancias cada vez menores

cuando se aplicaba el ensayo. En lugar de avanzar una distancia normal, las moscas al
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parecer sélo comienzan el movimiento para subir por el tubo, pero caen al fondo de ésta
tras haber avanzado sélo algunos centimetros. Encontramos también que las moscas
transgénicas jovenes de a-sinucleina silvestre, a-sinucleina A30P vy sinfilina se
comportan de manera muy parecida a los controles, avanzando la misma distancia en
cada ensayo. Sin embargo, el deterioro motriz que sufren las transgénicas es mucho mas

répido y evidente que el que pasa en los controles (figura 12).
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——-g—— Sinf
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Figura 11. Curva de supervivencia de moscas transgenicas que expresan a-sinucleina
silvestre, A53T o A30P de manera independiente 0 en combinacién con sinfilina. El
control utilizado fue una mosca que expresé Unicamente GFP bajo el control de la
tirosina-hidroxilasa. Notese que hay dos poblaciones claramente diferenciadas: Las
moscas que expresan solamente una de las proteinas mueren mucho antes que aquellas
que expresan tanto a la a-sinucleina como a la sinfilina. Notese también que no hay una
diferencia clara entre el fenotipo generado por la a-sinucleina silvestre y cualquiera de
sus mutantes.
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La expresion conjunta de a-sinucleina y sinfilina neutraliza la toxicidad y recupera el
fenotipo silvestre de las moscas, tanto en la supervivencia como en la movilidad.

A diferencia de la expresion por separado de las proteinas humanas relacionadas al mal
de Parkinson, cuando se coexpresan en las neuronas dopaminérgicas de Drosophila
UAS-SInf/GFP;TH-GAL4/SNCA wt, UAS-Sinf/GFP;TH.GAL4/SNCA A53T y UAS-
Sinf/GFP; TH GAL4/SNCA A30P, la supervivencia de los individuos replica de manera
muy cercana a la desarrollada por los controles utilizados. De este modo, el 50% de los
individuos que expresaron a-sinucleina silvestre-sinfilina, a-sinucleina A53T-sinfilina
y a-sinucleina A30P-sinfilina sobrevivieron hasta los 60 dias de edad (figura 11).

Del mismo modo en el que la coexpresion de a-sinucleina y sinfilina mantiene la
esperanza de vida de las moscas, también preserva sus habilidades motrices. Asi,
tenemos que las moscas transgénicas dobles (aquellas en donde se expreso tanto la alfa-
sinucleina como la sinfilina) mantuvieron la geotaxis negativa de mucho mejor manera
incluso a los 60 dias de edad, en donde casi el 30% de los individuos analizados

alcanzaron la marca arbitraria en la parte superior del vial (Figura 12).

1.2 4 —#— Control

=l SNCA wt
Sinf

——SNCA A3OP

—f=—Sinf;SMNCA wt

o
]

Sinf;SMCA AS3T

Sinf;SNCA A30P

=
m

Capacidad de geotaxk negativa
(=]
i

0.2 A

1 15 30 45 60

Edad (dias post-eclosidn)

43



Figura 12. Pérdida prematura en la habilidad de escalar por las paredes del vial
(geotaxis negativa). Las moscas que expresan solamente alfa-sinucleina silvestre y
A30P o sinfilina (sencillas) son significativamente distintas a las moscas control desde
el dia 30. Sin embargo, las moscas que expresan tanto alfa sinucleina (silvestre y A30P)
junto con la sinfilina (dobles), presentan un comportamiento de geotaxis negativa como
los controles.

El fenotipo generado por la expresion independiente de o-sinucleina o sinfilina no se
debe al abatimiento de la expresion de o-sinucleina. En la figura 13 se muestra que
cuando se co-expresan ambas proteinas, el nivel de la a-sinucleina se mantiene intacto
incluso a los seserita dias de edad. También resulta interesante notar la aparicion de
agregados oligoméricos de a-sinucleina. Aquellos individuos que expresan solamente a
la a-sinucleina tienden a formar pequefias inclusiones citoplamicas que son reconocidas
por un anticuerpo anti-oligomeros de a-sinucleina, ademés de un reducido nimero de
neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, las moscas que expresan ambas proteinas,

ademas de conservar el nimero de neuronas, no presentan reactividad positiva para el

anticuerpo antioligbmeros (Figura 14).

44



TH Alfa-sinucleina

Figura 13. La expresion de GFP controlada por el promotor de la tirosina hidroxilasa
permitio determinar la presencia o ausencia de neuronas dopaminérgicas de manera
especifica, asi como el efecto que tiene en su supervivencia la expresion de a-sinucleina
y sinfilina. En ¢l panel A se muestra el cerebro de una mosca adulta control en la que no
se expresod ni sinfilina ni a-sinucleina. En verde se observa la expresion de GFP sélo en
las neuronas dopaminérgicas, mientras que la tincion en rojo contra la a-sinucleina no
mostro ninguna respuesta positiva. En el panel B muestra una mosca que expresa tanto
la a-sinucleina (rojo) como la sinfilina. En el panel C se muestra una mosca de la
misma edad que solamente expresa a la a-sinucleina silvestre. Notese que la expresion
de las dos proteinas mantiene la supervivencia normal de las neuronas dopaminérgicas,
mientras que cuando se expresa Unicamente la o-sinucleina, se degeneran cumulos
discretos de estas células (flechas). Las moscas disectadas e inmunotefiidas para los tres
paneles tienen 60 dias de edad.
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TH Anti-oligomero

Figura 14. En el ganglio toracico abdominal se encuentran también neuronas
dopaminérgicas que responden diferencialmente a la expresion de cada proteina
humana. En el panel A se muestra el ganglio toracico abdominal de una mosca de 30
dias que expresa Unicamente a la a-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas. Notense
las formaciones positivas para la tincion contra oligbmeros (circulo blanco) y el
reducido numero de neuronas dopaminérgicas en la region. En el panel B se muestra el
ganglio toracico abdominal de una mosca de la misma edad que expresa tanto a la
sinucleina silvestre como a la sinfilina. Se encuentran mas neuronas que en la anterior y
no hay estructuras positivas para el anticuerpo contra oligomeros. En el panel C se
muestra el ganglio toracico abdominal de una mosca con el mismo genotipo que la
anterior (tanto a-sinucleina como sinfilina) pero de menor edad (10 dias). Notese que si
hay estructuras positivas para la tincion contra oligdmeros pero también que la
arquitectura de las neuronas dopaminérgicas se encuentra estable.

46



IV.  DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las enfermedades neurodegenerativas mas comunes presentan caracteristicas que las
diferencian claramente entre si, por ejemplo, las zonas del cerebro que afectan o las
familias neuronales que se degeneran. Sin embargo, aun cuando las diferencias
parecieran ser claras, una similitud importante entre muchas enfermedades
neurodegenerativas radica precisamente en la formacion de inclusiones proteicas en el
cerebro, ya sea en el nucleo, citoplasma o en el parénguima extracelular de las neuronas.
La formacion de estos agregados parece no tener un origen comun dentro de las
enfermedades neurodegenerativas, pero podria representar, sin embargo, una estrategia
general de defensa en contra de diversos factores tanto ambientales como genéticos que
ponen en riesgo la estabilidad del sistema. Asi, mientras que en la enfermedad de
Alzheimer se forman placas amiloides fuera de las neuronas, en el Parkinson se forman
cuerpos de Lewy en el citoplasma y nucleo de éstas.

En el laboratorio fue posible simular un modelo de Parkinson en Drosophila
utilizando como premisa que la coexpresion de dos proteinas ligadas a esta enfermedad,
la a-sinucleina y la sinfilina, modificaria el fenotipo generado por cada una de ellas por
separado. Al hacerlo de manera especifica en las neuronas dopaminérgicas, bajo el
control de la TH, fuimos capaces de determinar que, si se expresan independientemente,
cada una de estas proteinas resulta altamente toxica. La razon bien podria estar dada por
la misma biogenesis de los propios agregados de a-sinucleina que terminan generando
cuerpos de Lewy (Figura 15): La a-sinucleina comienza como un mondémero que no
tiene una conformacion tridimensional nativa que, por diversos factores, tiende a
agregarse en protofibras oligoméricas con altas concentraciones de estructuras f-

plegadas, presumiblemente la especie mas toxica de la a-sinucleina, dado que se ha

demostrado que estos agregados ricos en conformaciones 3 se unen de manera mucho
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mas avida a superficies membranales que los mondmeros o las fibras, permeabilizando
vesiculas y destruyendo membranas celulares. Si se unen mas oligbmeros, entonces se
forman fibras de caracter amiloide que eventualmente, y tras la interaccion con otras
proteinas, como la parkina y la sinfilina, se convierten en los cuerpos de Lewy (Fig. 7),
que son agregados mucho menos toxicos para la célula (Eliezer et al, 2001). Asi,
factores endogenos que prevengan la formacion de las protofibras podrian representar
un mecanismo de proteccion en contra de la acumulacion de a-sinucleina y, por lo
tanto, del Parkinson. Por otro lado, factores que inhiban la conversion de las protofibras
en fibras, y éstas a su vez en cuerpos de Lewy, podrian promover la acumulacién de las
especies toxicas y acelerar el proceso degenerativo que implica el mal de Parkinson.

En esta tesis tratamos de entender el fendmeno de degeneracion neuronal. Para
esto utilizamos diferentes técnicas mediante las cuales nos fue posible determinar que
tanto la a-sinucleina como la sinfilina son altamente toxicas cuando se expresan por
separado, evidenciado por conteos neuronales que muestran que la degeneracion de
cumulos de neuronas dopaminérgicas excede por mucho a la pérdida celular en
procesos normales de envejecimiento en moscas silvestres. La expresion conjunta de
estas dos proteinas (sin importar si se tratara de las mutantes de la a-sinucleina o su
forma silvestre) resultd ser una combinacién protectora de los dafios causados por la
expresion de cada una de las proteinas por separado. Estas moscas no solo tienen el
mismo porcentaje de supervivencia que las moscas silvestres, sino que ademas
mantienen a sus poblaciones de neuronas dopaminergicas virtualmente intactas a lo
largo de su vida, superando, incluso, a los controles. EI hecho de que sean ciertas
poblaciones de neuronas dopaminérgicas las que resultan sisteméaticamente afectadas en
los individuos experimentales sencillos podria ser la base para identificar grupos

neuronales discretos que estén involucrados en funciones especificas en la mosca, y sin
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duda requeriria una investigacion mas detallada. Ademas, el entender por qué cada una
de estas proteinas actla diferencialmente en el ganglio toracico abdominal y en el
cerebro también podria ser una perspectiva de estudios interesante.

Por otro lado, las inmunotinciones de cuerpos oligoméricos de alfa-sinucleina
nos permitieron observar un fendmeno interesante: Aquellos individuos en donde se
lograron encontrar formaciones que resultaran positivas a la tincion del anticuerpo anti-
oligdbmeros, también resultaron ser los individuos en donde el nimero de neuronas
reflejé el dafio mas profundo. Por el contrario, aquellos individuos en los que no se
encontraron estructuras positivas para la tincion contra oligdbmeros tenian siempre el
nimero mas conservado de neuronas dopaminérgicas, y también una esperanza de vida
semejante a los controles.

Lo anterior apoya de manera importante el modelo tedrico que establece a los
oligbmeros como la especie mas tdxica para la célula. Nuestros experimentos sugieren
que si las neuronas logran convertir los oligomeros de a-sinucleina en otra cosa, ya sea
una fibra amiloide o, incluso, cuerpos de Lewy, inhiben la toxicidad que ostentan por
separado tanto la sinfilina como la a-sinucleina (Figura 12).

Esta teoria valida como modelo experimental a la mosca de la fruta, dado que los
resultados que obtenemos se deben exclusivamente a la interaccion de las dos proteinas
humanas expresadas en ellas. Nosotros determinamos in vivo la interaccion de dos
proteinas implicadas directamente en la patogénesis del Parkinson, proveyendo un
ambiente Gptimo para que dicha interaccion se lleve a cabo, dado que, como quedd
planteado en los antecedentes de este trabajo, para que la sinfilina y la a-sinucleina
puedan interaccionar, se requiere la participacion de la parkina. A diferencia de la

sinfilina y la a-sinucleina, la parkina si tiene un homdélogo funcional en Drosophila, por
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lo que los resultados obtenidos reflejan en muy buena medida lo que de hecho podria
estar ocurriendo en el cerebro de humanos.

Todo lo anterior nos ha permitido establecer que: 1) Tanto la oa-sinucleina
silvestre como sus mutantes A53P y A30P son tdxicas para las neuronas, especialmente
para las dopaminérgicas, probablemente porque ésta es una proteina cuyo paisaje de
plegamiento tiende a llevarla hacia conformaciones tridimensionales susceptibles de
formar agregados que, de no ser neutralizados, resultan altamente toxicos para la célula
que los produce.

Las neuronas dopaminérgicas son altamente susceptibles de sufrir dafios
derivados de la generacion de radicales libres y toxinas ambientales. 2) La interaccién
de la a-sinucleina y la sinfilina puede representar un mecanismo de defensa celular en
contra de la formacién de estos agregados, y mientras los niveles de sinfilina se
mantengan en rangos comparables con los de la a-sinucleina, el paso de oligomeros a
fibras amiloides y a cuerpos de Lewy protegera a las neuronas. Es probable que
precisamente por eso, los casos de pacientes que tienen duplicaciones o incluso
triplicaciones del gen que codifica a la a-sinucleina resulten ser los méas agresivos y de
mas rapida degeneracion. Seria en ellos donde la cantidad de sinfilina no alcanza a
contender con la formacion de oligomeros de a-sinucleina, y la degeneracion neuronal
avanza de manera mas rapida. Lo mismo podria suceder con los individuos que tengan
mutaciones en el promotor del gen que codifica a la a-sinucleina, que exacerben su
expresion y generen mucha mas a-sinucleina de la que la sinfilina puede procesar. Si
lograramos establecer alguna estrategia que permitiera balancear los niveles proteicos
de sinfilina y a-sinucleina en pacientes susceptibles a desarrollar la enfermedad de
Parkinson, probablemente lograriamos evitar la acumulacion de los agregados de o-

sinucleina en el estadio de oligomeros, facilitando la conversion hacia fibras amiloides y
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cuerpos de Lewy que no resultaran toxicos para las neuronas dopaminérgicas,
retrasando los efectos de esta enfermedad y mejorando la calidad de vida del siempre
creciente nimero de personas que alcanzan edades avanzadas. Segun cifras de la
organizacion mundial de la salud (OMS), de acuerdo con la creciente esperanza de vida,
se espera que la incidencia de estos padecimientos se incremente al menos cuatro veces
en los proximos 20 afios en los paises industrializados, 1o que genera importantes retos

en &mbitos médicos, sociales y econdmicos.
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Figura 15. Esquema del proceso de fibrilizacion de la a-sinucleina. Mondmeros sin
plegamiento nativo tienden a formar protofibras oligoméricas ricas en estructuras f-
plegadas. Las protofibras pueden dar lugar a fibras de caracter amiloide con estructura
méas estable. Las fibras de a-sinucleina forman después, interactuando con otras
proteinas, precipitados que en Ultima instancia pueden formar cuerpos de Lewy in vivo.
Imagen modificada de Moore et al 2005.
V. PERSPECTIVAS
e Determinar la cantidad de proteina humana expresada para validar que los
fenotipos no se deben a una mayor o menor cantidad de proteina expresada,
segun sea el caso.
e Establecer la tasa exacta de muerte neuronal con la técnica de TUNEL, para
demostrar de manera fehaciente que en las moscas que se expresan Unicamente

uno de los dos genes utilizados en el presente trabajo mueren mas neuronas que

aquellas en las que se expresan de manera conjunta los dos.
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e Establecer ensayos de fluorescencia bimolecular o FRET para determinar que el
fenotipo de proteccion observado en nuestras dobles mutantes se dé como

resultado de que la sinfilina y la a-sinucleina de hecho interactdan in vivo.

Literatura citada

Auluck, P. K., H. Y. Chan, et al. (2002). "Chaperone suppression of alpha-synuclein
toxicity in a Drosophila model for Parkinson's disease." Science 295(5556): 865-8.

Beal, M. F. (2001). "Experimental models of Parkinson's disease.” Nat Rev Neurosci
2(5): 325-34.

Cali, I, R. Castellani, et al. (2006). "Classification of sporadic Creutzfeldt-Jakob
disease revisited." Brain 129(Pt 9): 2266-77.

Chandra, S., F. Fornai, et al. (2004). "Double-knockout mice for alpha- and beta-
synucleins: effect on synaptic functions." Proc Natl Acad Sci U S A 101(41): 14966-71.

Chen, L. and M. B. Feany (2005). "Alpha-synuclein phosphorylation controls
neurotoxicity and inclusion formation in a Drosophila model of Parkinson disease.” Nat
Neurosci 8(5): 657-63.

Choi, P., N. Golts, et al. (2001). "Co-association of parkin and alpha-synuclein."”
Neuroreport 12(13): 2839-43.

Chung, K. K., Y. Zhang, et al. (2001). "Parkin ubiquitinates the alpha-synuclein-
interacting protein, synphilin-1: implications for Lewy-body formation in Parkinson
disease." Nat Med 7(10): 1144-50.

Cornbrooks, C., C. Bland, et al. (2006). "Delta expression in post-mitotic neurons
identifies distinct subsets of adult-specific lineages in Drosophila.” J Neurobiol 67(1):
23-38.

Engelender, S., Z. Kaminsky, et al. (1999). "Synphilin-1 associates with alpha-synuclein
and promotes the formation of cytosolic inclusions.” Nat Genet 22(1): 110-4.

Engelender, S., T. Wanner, et al. (2000). "Organization of the human synphilin-1 gene,
a candidate for Parkinson's disease.” Mamm Genome 11(9): 763-6.

Farrer, M. J. (2006). "Genetics of Parkinson disease: paradigm shifts and future
prospects.” Nat Rev Genet 7(4): 306-18.

Feany, M. B. and W. W. Bender (2000). "A Drosophila model of Parkinson's disease."
Nature 404(6776): 394-8.

52



Finkel, T. (2005). "Radical medicine: treating ageing to cure disease.” Nat Rev Mol Cell
Biol 6(12): 971-6.

Fortin, D. L., M. D. Troyer, et al. (2004). "Lipid rafts mediate the synaptic localization
of alpha-synuclein.” J Neurosci 24(30): 6715-23.

Friggi-Grelin, F., H. Coulom, et al. (2003). "Targeted gene expression in Drosophila
dopaminergic cells using regulatory sequences from tyrosine hydroxylase.”" J Neurobiol
54(4): 618-27.

George, J. M., H. Jin, et al. (1995). "Characterization of a novel protein regulated during
the critical period for song learning in the zebra finch." Neuron 15(2): 361-72.

Goldberg, M. S. and P. T. Lansbury, Jr. (2000). "Is there a cause-and-effect relationship
between alpha-synuclein fibrillization and Parkinson's disease?" Nat Cell Biol 2(7):
E115-9.

Hashimoto, M., E. Rockenstein, et al. (2001). "beta-Synuclein inhibits alpha-synuclein
aggregation: a possible role as an anti-parkinsonian factor." Neuron 32(2): 213-23.

Jensen, P. H., H. Hager, et al. (1999). "alpha-synuclein binds to Tau and stimulates the
protein kinase A-catalyzed tau phosphorylation of serine residues 262 and 356." J Biol
Chem 274(36): 25481-9.

Jensen, P. H., P. Hojrup, et al. (1997). "Binding of Abeta to alpha- and beta-synucleins:
identification of segments in alpha-synuclein/NAC precursor that bind Abeta and
NAC." Biochem J 323 ( Pt 2): 539-46.

Jensen, P. H., M. S. Nielsen, et al. (1998). "Binding of alpha-synuclein to brain vesicles
is abolished by familial Parkinson's disease mutation.” J Biol Chem 273(41): 26292-4.

Kruger, R. (2004). "The role of synphilin-1 in synaptic function and protein
degradation.” Cell Tissue Res 318(1): 195-9.

Lee, G., M. Tanaka, et al. (2004). "Casein kinase Il-mediated phosphorylation regulates
alpha-synuclein/synphilin-1 interaction and inclusion body formation." J Biol Chem
279(8): 6834-9.

Liu, Z., X. Wang, et al. (2008). "A Drosophila model for LRRK2-linked parkinsonism."
Proc Natl Acad Sci U S A 105(7): 2693-8.

Lotharius, J. and P. Brundin (2002). "Pathogenesis of Parkinson's disease: dopamine,
vesicles and alpha-synuclein.” Nat Rev Neurosci 3(12): 932-42.

Maroteaux, L., J. T. Campanelli, et al. (1988). "Synuclein: a neuron-specific protein
localized to the nucleus and presynaptic nerve terminal.”" J Neurosci 8(8): 2804-15.

Marttila, R. J., J. Kaprio, et al. (1988). "Parkinson's disease in a nationwide twin
cohort.” Neurology 38(8): 1217-9.

53



Marx, F. P., C. Holzmann, et al. (2003). "Identification and functional characterization
of a novel R621C mutation in the synphilin-1 gene in Parkinson's disease.” Hum Mol
Genet 12(11): 1223-31.

Meyer-Luehmann, M., T. L. Spires-Jones, et al. (2008). "Rapid appearance and local
toxicity of amyloid-beta plaques in a mouse model of Alzheimer's disease." Nature
451(7179): 720-4.

Moore, D. J., A. B. West, et al. (2005). "Molecular pathophysiology of Parkinson's
disease."” Annu Rev Neurosci 28: 57-87.

Myhre, R., H. Klungland, et al. (2008). "Genetic association study of synphilin-1 in
idiopathic Parkinson's disease.” BMC Med Genet 9: 19.

Palfi, S. and B. Jarraya (2008). "Huntington's disease: Genetics lends a hand." Nature.

Perez, R. G., J. C. Waymire, et al. (2002). "A role for alpha-synuclein in the regulation
of dopamine biosynthesis." J Neurosci 22(8): 3090-9.

Polymeropoulos, M. H., C. Lavedan, et al. (1997). "Mutation in the alpha-synuclein
gene identified in families with Parkinson's disease.” Science 276(5321): 2045-7.

Recchia, A., P. Debetto, et al. (2004). "Alpha-synuclein and Parkinson's disease." Faseb
J 18(6): 617-26.

Sharma, N., P. J. McLean, et al. (2001). "Alpha-synuclein has an altered conformation
and shows a tight intermolecular interaction with ubiquitin in Lewy bodies." Acta
Neuropathol 102(4): 329-34.

Sharon, R., M. S. Goldberg, et al. (2001). "alpha-Synuclein occurs in lipid-rich high
molecular weight complexes, binds fatty acids, and shows homology to the fatty acid-
binding proteins." Proc Natl Acad Sci U S A 98(16): 9110-5.

Smith, W. W., Z. Pei, et al. (2005). "Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRKZ2) interacts
with parkin, and mutant LRRK2 induces neuronal degeneration." Proc Natl Acad Sci U
S A 102(51): 18676-81.

Spillantini, M. G., R. A. Crowther, et al. (1998). "alpha-Synuclein in filamentous
inclusions of Lewy bodies from Parkinson's disease and dementia with lewy bodies."
Proc Natl Acad Sci U S A 95(11): 6469-73.

Szargel, R., R. Rott, et al. (2008). "Synphilin-1 isoforms in Parkinson's disease:
regulation by phosphorylation and ubiquitylation.” Cell Mol Life Sci 65(1): 80-8.

Tanji, K., T. Toki, et al. (2003). "Glycogen synthase kinase-3beta phosphorylates
synphilin-1 in vitro." Neuropathology 23(3): 199-202.

Tofaris, G. K. and M. G. Spillantini (2007). "Physiological and pathological properties
of alpha-synuclein.” Cell Mol Life Sci 64(17): 2194-201.

54



Uversky, V. N. (2003). "A protein-chameleon: conformational plasticity of alpha-
synuclein, a disordered protein involved in neurodegenerative disorders."” J Biomol
Struct Dyn 21(2): 211-34.

Wakabayashi, K., S. Engelender, et al. (2002). "Immunocytochemical localization of
synphilin-1, an alpha-synuclein-associated protein, in neurodegenerative disorders."
Acta Neuropathol 103(3): 209-14.

Wakabayashi, K., S. Engelender, et al. (2000). "Synphilin-1 is present in Lewy bodies
in Parkinson's disease." Ann Neurol 47(4): 521-3.

55



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Materiales y Métodos
	III. Resultados
	IV. Discusión y Conclusiones
	V. Perspectivas
	Literatura Citada

