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Resumen

El estudio de las estructuras esferoidales que aparecen en el estriado durante la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales puede facilitar la
comprension de la patogenia de la enfermedad de Parkinson (EP). En este trabajo se
estudiaron las principales caracteristicas de estas estructuras (esferoides dopaminérgicos)
en modelos animales de 1a EP. El estudio se realizé en ratas adultas a las que se les inyectd
6-hidroxidopamina (6-OHDA; 25 pg/10ul) en el ventriculo lateral, produciéndose asi una
denervacion dopaminérgica selectiva del estriado que evita el dafio tisular inespecifico.
Los estudios con técnicas inmunohistoquimicas permitieron identificar la produccion de
esferoides dopaminérgicos que acumulan los productos de desecho de las neuronas
dopaminérgicas (TH, DAT, APP), y que presentan indicadores de la activacion de la
autofagia (LC3, PS). Los esferoides fueron penetrados por prolongaciones astrocitarias
(esferoides fenestrados), presentando asi inmunorreactividad para proteinas astrociticas
(GFAP y S100B), asi como para marcadores de actividad lisosomal (Stx17, Lampl y
Lamp2). Estos datos indican que los productos de la degeneracion en las neuronas
dopaminérgicas en la EP son almacenados en esferoides, desde donde son transportados

a los astrocitos para su degradacion (transautofagia).

Abstract

Spheroidal structures showed in striatum after dopaminergic nigrostriatal cells
degeneration could be relevant to understanding the Parkinson Disease (PD)
pathogenesis. In this study, the main characteristics of dopaminergic spheroids were
studied in animal models of PD. Adult rats were injected with 25ug/10ul of 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) into the lateral ventricle in order to produce dopaminergic
denervation of the striated nucleus, thus preventing damage to surrounding tissues.
Through immunohistochemistry, debris from dopaminergic neurons (TH, DAT, APP)
were detected in free-spheroids, as well as autophagic (LC3, PS). These were transformed
into fenestrated-spheroids when penetrated by the astrocytic processes; therefore, in
addition to showing positivity for the markers of free spheroids, they showed astrocytic
proteins (GFAP and S100pB) and lysosomal activity (Stx17, Lamp1 and 2) markers. These

data indicates that products of dopaminergic neuron degeneration in PD are stored in



spheroids, from where they are

(transautophagy).
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Introduccion y justificacion del trabajo

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo de alta prevalencia
en la poblacion mundial. La aparicion de los signos motores caracteristicos de la EP esta
asociada a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (SN) que
proyectan al estriado y, secundariamente, a la reduccion de la dopamina estriatal. En las
neuronas dopaminérgicas que aun no han degenerado, se produce una agregacion proteica
que forma las inclusiones intracitosdlicas caracteristicas de la EP (cuerpos de Lewy). La
proteina mas abundante en los cuerpos de Lewy es la a-sinucleina (Spillantini M.G. et al.

1997)!, proteina cuyas principales funciones se realizan en la sinapsis (Iwai A. et al.

19952, Maroteaux L. et al. 1998%) y que es habitualmente utilizada como marcador de

dafio sinaptico (Koichi W. et al 2007)*.

Inicialmente se pensé que el dafio de las neuronas dopaminérgicas se iniciaba en su soma
y ax6n de forma simultdnea. Sin embargo, la evidencia publicada en los ltimos afios
sugiere que el proceso degenerativo comienza en las terminales dopaminérgicas y se
extiende luego por el axdn hasta alcanzar el soma de estas neuronas. La idea inicial de la
degeneracion retrograda partid de los estudios del Dr. Oleh Hornykiewicz quien, a partir
del estudio de la localizacion subcelular del transportador de la dopamina durante la
degeneracion dopaminérgica, sugiere que la degeneracion neuronal en la EP progresa

desde las terminales al soma de estas neuronas (Hornykiewicz, O. 1998)°. Esta

posibilidad se ha ido reforzando con la publicacion de estudios que utilizan otras
evidencias como la distribucion de a-Sinucleina y de Tirosina Hidroxilasa (Orino S. et al.
2008°, Tofaris G.K et al. 20067, Volpicelly-Dalley L.A. et al. 2011®), asi como con

estudios de modelos de EP en ratones (Li Y. et al 2009)”y en primates (Meissner W. et

al. 2003'°, Herkenman M. et al. 1991'"). También los estudios neuropatologicos en

cerebros humanos apoyan la progresion retrograda de la degeneracion dopaminérgica en

la EP (Iseki E. et al. 2001)"%. De hecho, no es un proceso exclusivo de enfermedades

neurodegenerativas, ya que se ha descrito en patologias como la diabetes o la

neurocisticercosis (Raff M. C. et al. 2002)"3.

Acompanando a este dafio axonal, se han descrito estructuras esferoidales periaxonales
en aquellas enfermedades que cursan con procesos inflamatorios neuronales (Cheng H.C.

etal 2011', Nishiyama J. 2017"). Los esferoides no deben ser confundidos con vacuolas




autofagicas intraneuronales, las cuales han sido objetivadas en enfermedades
neurodegenerativas congénitas (Petersen A. et al. 2001'%; Ravikumar B., Duden R. &

Rubinsztein D.C. 2002'7) o adquiridas (Finn J.T. et al. 2000'®). Asi pues, los esferoides

son estructuras vacuolares de doble membrana que albergan en su interior vacuolas mas

pequefias, cuya naturaleza y funciéon no ha sido descrita (Beirowski B. 2010"). Los

esferoides podrian tener un papel importante en el proceso neurodegenerativo de las
neuronas dopaminérgicas, y su estudio podria facilitar el desarrollo de tratamientos
etiopatogénicos que permitan controlar el inicio y progresion de la enfermedad. Uno de
los mecanismos implicados en la degradacion de los desechos de las neuronas
dopaminérgicas es la autofagia, un proceso no selectivo mediante el cual se engloba una
porcidn citoplasmatica dentro de los denominados autofagosomas, los cuales luego se
fusionan con lisosomas formando los autofagolisosomas, dentro de los cuales ya se
produce la degradacion de proteinas y componentes celulares como las mitocondrias

(Mizushima N. 2004%). Pero, ;como participan los esferoides en este proceso?

rintervienen directamente en este mecanismo autofagico? ;son meros contenedores (o
b b

mas bien transportadores) de vacuolas autofagicas?

En este estudio nos centraremos en el papel de los esferoides y su relacion con los

procesos de autofagia de los desechos dopaminérgicos.



Hipotesis del trabajo y objetivos

Nuestro estudio se basa en la premisa de que los esferoides se producen como resultado
de una reaccion adaptativa al dafio en las terminales neuronales dopaminérgicas y que, de
algin modo, participan en el proceso de degradacién de las sustancias de desecho
originadas por la destruccion neuronal caracteristica de la EP. Consecuentemente, los

objetivos de este trabajo son:

1. Describir la naturaleza y el origen de los esferoides con técnicas
inmunohistoquimicas para el transportador de dopamina (DAT) y para la enzima

limitante de la sintesis de dopamina, la tirosina hidroxilasa (TH).

2. Comprobar la presencia en los esferoides de proteinas asociadas a la actividad

sindptica como la proteina precursora de amiloide (APP) y la a-Sinucleina (Syn).

3. Evaluar si en los esferoides existe funcion autofagica estudiando proteinas
relacionadas con autofagosomas (LC3), lisosomas (Lampl y Lamp2) y

autofagolisosomas maduros (Stx17).



Material y métodos

Animales

Los experimentos se realizaron con 40 ratas machos de la variedad Sprague Dawley de
250 gramos de peso. En cuanto a las condiciones del entorno de mantenimiento, las ratas
fueron colocadas a razén de 2 por jaula con periodos de 12 horas de luz-oscuridad a 22°C.
Ademas se les otorgd acceso libre a agua y comida. Estos experimentos se realizaron de
acuerdo con la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas del 24 de noviembre
de 1986 (86/609 / CEE) con respecto al cuidado y uso de animales para procedimientos
experimentales. Asimismo, se tomaron las medidas convenientes para minimizar el dolor
y las molestias. Todos los estudios fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de

Animales de la Universidad de La Laguna.

Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente con nortriptilina con el fin de inhibir el
trasportador de membrana de la noradrenalina y evitar que la accion de la 60OHDA pudiera
afectar a las neuronas noradrenérgicas. Transcurridos 30 minutos, se anestesiaron con
ketamina a dosis de 30 mg/kg y xilacina a 2 mg/kg administrados también mediante
inyeccion intraperitoneal. Y finalmente, cuando el animal se encontraba profundamente
anestesiado (profundidad anestésica valorada por la ausencia del reflejo del dolor en la
cola o en las patas) se inyecto en el ventriculo lateral 25 pug/10ul de 6-OHDA en solucion

salina al 0.9% de NaCl con 4cido ascorbico (2mg/10ml) a una velocidad de 1 pl/min.

Procesamiento del tejido

Las ratas fueron sacrificadas 5 dias después de inyectarse la 6-OHDA. Para ello, primero
fueron anestesiadas con hidrato cloral (400 mg/kg) y se evalud su efecto a través de la
valoracion del reflejo corneal, pedal y la ausencia del movimiento de la cola cuando es
apretada. Posteriormente, se realizod perfusion intracardiaca de 200 ml de suero salino al
0,9% con heparina, seguido de 400 ml de paraformaldehido al 4% en tampon fosfato
0,1IM. A continuacién, se procedié a la extraccion del cerebro. Los cerebros fueron
almacenados a 4°C en paraformaldehido al 4% durante 24 horas, y luego se

sumergieron en una solucion crioprotectora de sacarosa al 30% durante al menos 3 dias.



Para terminar, los cerebros fueron extraidos de la solucion de sacarosa, envueltos en papel

de aluminio y congelados a -80°C.

Los cerebros fueron cortados en secciones de 30 um de grosor en el plano
axial mediante un microtomo deslizante. Dichos cortes fueron guardados de forma
seriada en 7 eppendorfs de 1,5 ml en sacarosa al 30% a -80°C para finalmente ser

procesados para la inmunohistoquimia.

Inmunofluorescencia

Para el marcaje inmunofluorescente, las secciones fueron incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente en una solucion de PBS1x con un 4% de suero normal, bien de
cabra (NGS) o bien de burro (NGS) en funcién del animal en el que estuviera hecho el
anticuerpo secundario, para bloquear posibles sitios de unidn inespecifica; acompafiado
de Triton al 0.05%, un detergente que facilita la penetracion del anticuerpo al interior

celular.

A continuacidn, se dejan durante la noche en una solucién igual a la anterior, a la que se
afiaden los anticuerpos primarios que van a ser utilizados: TH, DAT, Syn, APP, LC3,
Stx17, Lampl, Lamp2 y GFAP. Ademads, una parte de las muestras se reservo para ser

procesada como control; a dichos tejidos no se les afiadieron los anticuerpos primarios.

La eleccion de estos anticuerpos primarios se basod, por un lado, en la revision
bibliografica existente (por medio de fichas técnicas y buscadores especificos -facilitados
por empresas como Merck Millipore + Sigma-Aldrich o Genelinx Inc-) y, por otro lado,
en experimentos de laboratorio en los que se ajustd el protocolo y la concentracion
requerida. En dichos experimentos, estos anticuerpos se probaron utiles tras usarlos en
muestras de tejido o células que expresan el epitopo de interés (ademas, la selectividad
para sus dianas biomoleculares fue confirmada por el sistema Western Blot y por
controles de absorcion). Mas tarde, en las mismas muestras de tejido, se buscaron otros

componentes subcelulares que también presentaran el epitopo de interés.

Seguidamente, fueron incubadas durante 2 horas en una solucién con anticuerpos

secundarios unidos a biotina o a fluoréforos (para verde, rojo, infrarrojo o ultravioleta).



A continuacion, se afiade una solucion de estreptavidina unida a fluoréforo durante 2
horas para unirse a aquellos anticuerpos secundarios con biotina. Finalmente, se tifien los
nucleos con 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), un marcador fluorescente U.V. que se une
fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN, durante

3 0 4 minutos.

En oscuridad, se estiran y montan los cortes sobre portaobjetos gelatinizados (para evitar
que el corte se pueda desprender una vez pegado), donde se dejan secar durante unos
minutos. Para ello se colocan los cortes en una placa de Petri con PBS 1x que cubre toda
la placa y se sumerge de forma inclinada el portaobjetos gelatinizado, que ha sido
previamente rotulado con: datos de identificacion de la rata, los anticuerpos primarios y
secundarios empleados asi como la fecha. Con ayuda de un pincel se estiran los cortes en

la placa y se trasladan al portaobjetos.

Una vez se encuentren secos los cortes, son afiadidas unas gotas de medio de montaje
sobre ellos (generalmente glicerol: PBS 1x al 50%); luego, para evitar la pérdida del

medio, se emplea un cubreobjetos y se sella por medio de esmalte de ufias transparente.

Finalmente, estas muestras son examinadas con microscopio confocal (Olympus
Fluoview FV1000), con el que se obtienen las iméagenes que posteriormente seran
analizadas utilizando un programa de libre acceso para el procesamiento de imagenes:

Image J (1J1.46r).

Analisis cuantitativo

El diametro de los esferoides, originados como resultado de la denervacion
dopaminérgica, fue medido en el lado ipsilateral a la inyeccion de 6-OHDA. Por su parte,
la inmunorreactividad de las proteinas se valord a través del andlisis densitométrico de
los mismos. Todas las secciones del tejido fueron tratadas bajo el mismo protocolo y se

emplearon los mismos reactivos quimicos para evitar sesgos por este motivo.

El andlisis se realizo con el software FV10-ASW e Imagel]. A través de Leica Application
Suite  Advanced Fluorescence, the Colocalization, RG2B colocalization,

Colocalization_Finder y JACoP del programa ImageJ se realizaron las mediciones de las



colocalizaciones subcelulares. Las mismas se cuantificaron con el coeficiente de
correlacion de Pearson, citofluorograma, coeficientes de superposicion de Manders M1 y
M2 (fracciones de marcador 1 o 2 superpuestos al otro), la tasa de colocalizacion (grado
de colocalizacion en porcentajes) y el coeficiente de superposicion (valorando del 0 al 1,

siendo 1 la maxima colocalizacion).
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el test de Scheffe para comparaciones

muestrales (programa estadistico Statsoft Tulsa, EE.UU.; p<0.001 fue considerado

significativo).
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Resultados

Respuesta adaptativa de los terminales dopaminérgicos

La inyeccion de 6-OHDA en el ventriculo lateral produjo la degeneracion dopaminérgica
tanto de los axones como de los terminales sinapticos (Fig. 1, panel Al). Ademas, no se
constatd la presencia significativa de microgliosis reactiva al dafio local producido por la

inyeccion del toxico, que si se habia observado al administrarlo directamente en el

estriado (Morales 1. et al 2015)!. Esto puede considerarse un dato de interés, ya que
sugiere que el cambio en el lugar de administracion del 6-OHDA simula de forma mas

precisa a la EP.

Como resultado de dicha degeneracion se crearon productos de desecho, que se
manifestaron en forma de estructuras bulbares en el extremo de los axones degenerados;
y estructuras esferoidales, libres de la conexion astrocitaria, que en adelante
denominaremos “esferoides libres” (Fig. 1, paneles A2 y A3). Estos ultimos presentaron
un didmetro de 4 micrémetros, con un rango variable de entre 1 a 9 micrémetros (Fig. 1,

paneles A4y AS).

Los esferoides libres mostraron proteinas que normalmente se encuentran dentro de las
neuronas dopaminérgicas, tales como tirosina hidroxilasa (TH) y transportador activo de
dopamina (DAT) (Fig. 1, paneles B1 y B2). Por otro lado, la proteina precursora de
amiloide (APP) se encontrd en las estructuras bulbares, en los esferoides libres y en

algunos axones dafiados.

En el anélisis inmunohistoquimico se observé inmunorreactividad para TH y App dentro
de los esferoides libres, siendo la distribucién de ambas proteinas mucho mayor dentro
del esferoide que en espacio extracelular (Fig. 1, paneles C1 y C2). Otras proteinas como
a-Sinucleina no se encontraron dentro de ambas estructuras, pero si en el espacio
extracelular (Fig. 1, paneles D1-D3) si bien no se hallaron diferencias significativas
dentro o fuera del esferoide. En sintonia con esta observacion, tampoco se encontrd

correlacion entre a-Sinucleina y TH (Fig. 1, panel D4).
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Fig. 1: Inmunohistoquimia de las estructuras bulbares y esferoides. Al: muestra terminales
dopaminérgicas cerca de un astrocito. A2-A3: la flecha blanca sefiala un esferoide libre, mientras
que la amarilla muestra estructuras bulbares. A4: se compara el diametro de los esferoides en
comparacion con las sinapsis dopaminérgicas. A5: se muestra la distribucion de diametros de
los esferoides. BI-B2: se observa la acumulacion de TH (rojo) y DAT (verde); mientras que
GFAP, marcador astrocitario (amarillo) no se ve en el interior de los esferoides libres. C1-C2:
se muestra la distribucion de TH y APP (C2) de un esferoide que mostro APP (como vemos en la
inmunohistoquimia de Cl1). Las distribuciones representan la media + error estandar de los
valores de inmunoreactividad a través de las lineas que se muestran en las imagenes del lado
izquierdo. D1-D3: muestra tres ejemplos de acumulacion extracelular de Syn (rojo) en el espacio
extracelular. D4: se muestra ausencia de colocalizacion TH-Syn.
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Metabolismo de las proteinas dentro del esferoide libre

La deteccion inmunohistoquimica de agregados de LC3 es usado para determinar la
actividad autofagica. Esta proteina se subdivide en dos tipos: LC3-I, que se localiza
normalmente en el citosol (en baja concentracion y poco inmunorreactivo), y LC3-II, que
se acumula en las membranas de los autofagosomas. Dado que no existen anticuerpos
selectivos para LC3-I1, sino anticuerpos inespecificos para ambos LC3, para constatar la
presencia del mismo se debe observar inmunorreactividad en forma de pequefios

agregados, para asi poder asociar dicho hallazgo con la generacion de autofagosomas.

A través del confocal se encontraron agregados de LC3 dentro de los esferoides, siendo
un 200% mayor que en el espacio extracelular, lo que sugiere que los esferoides TH

positivos generan autofagosomas.

Otra proteina relacionada con los autofagosomas es Syntaxin-17 (Stx17) que suele
encontrarse en los autofagosomas maduros, siendo necesario para su transporte al soma
celular y para la fusion de los mismos a lisosomas. No se encontraron hallazgos de esta
proteina en los esferoides libres. En la Fig. 2 (paneles A1-A4) se observa como los
esferoides TH positivo no muestran agregacion Stx17, cuya inmunorreactivad no
aumenta ni a través ni dentro de los esferoides. Tampoco se encontré colocalizacion con

TH.

En cuanto a los marcadores empleados para detectar los lisosomas, se emplearon Lamp1
y Lamp2. En la Fig. 2 (paneles B1-B3) se observan dos cortes estriatales consecutivos en
los que se puede observar LC3 y Lamp?2 en el citosol cerca del area nuclear. El esferoide
(positivo para TH) present6 LC3, pero ausencia de inmunorreactividad para Lamp2; por
lo tanto, no se objetivo la colocalizacion de LC3 con Lamp?2. Estos hallazgos sugieren
que la formacion de autofagosomas no derivé en la produccion de autofagolisosomas en

los esferoides libres.

Finalmente, la fosfatidilserina (PS) es un fosfolipido que puede emplearse como
sefializador de fagocitosis puesto que, en situaciones de estrés, pasa de su localizacion
habitual en la porcidn interna de la membrana celular, a la porcidon externa (en otras

alabras, es una sefal para ser fagocitado: “coémeme”). Dicho fosfolipido se encontrd en
9
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el interior de los esferoides (Fig. 2, paneles C1 y C2), aunque no en su membrana externa.
Ademas, se demostro la colocalizacion con TH en el interior del esferoide libre,
especialmente donde habia mayor inmunorreactividad de TH. Del mismo modo, se

observo ubicacion conjunta de PS y LC3 (Fig. 2, panel C3).

En conjunto (Fig. 3) estos resultados apuntan a que los esferoides libres, al acumular LC3,
son autofagosomas. No obstante, no se produce la maduracion del mismo dado que no
existen datos que sugieran que se produzca la fusiéon con un lisosoma (no expresa ni
Stx17, ni Lamp1, ni Lamp2), para de este modo, finalizar la degradacion del contenido.
Entonces, esto plantea una nueva cuestion: como se metabolizan y eliminan los desechos

dopaminérgicos en los esferoides.

Panel A A2 Panel B
Al B3
TH Stx17 Lamp 2
"3y
150 2000 % o
4 1600 75
100 11200 50
w0 " 800 ’
oul side ..jim_ | 0
Ore Wl swa? 0 EA

Fig. 2: Marcadores autofagicos en los esferoides libres. Al: se observan 5 cortes consecutivos
de esferoides TH+ sin agregacion Stx17. A2: no se muestra colocalizacion LC3-TH en el estriado
denervado. A3: muestra la distribucion de Stx17 y TH a través del segmento 4 en la figura Al.
A4: muestra la inmunorreactividad Stx17 y TH calculada en los esferoides (n=200 en
comparacion con el espacio extracelular. BI-B3: representan dos cortes consecutivos de un
esferoide libre TH positivo en el que se observa LC3, pero ausencia de inmunorreactividad de
Lamp?2 (B3). CI-C2: muestra la presencia de PS en aquellos esferoides TH positivos. C3: se
muestra la distribucion de TH (verde) y de PS (rojo) en el mismo esferoide, yendo desde el borde
externo del mismo, con ausencia de inmunofluorescencia, hasta un maximo dentro del esferoide,
que vuelve a hacerse cero al salir de él.
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Agregados proteicos de LC3
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Fig. 3: Estructura y componentes del esferoide libre. Esquema de la estructura de un esferoide
libre en cuyo interior muestra vacuolas autofagicas (autofagoforos)inmunopositivas para LC3,
que contienen agregados de marcadores dopaminérgicos TH y DAT, asi como agregados
proteicos procedentes de la actividad sinaptica (APP), ademas de PS, el sefializador “comeme”.

Formacion de esferoides fenestrados

Tras la administracion del toxico, se observo como la distancia entre los esferoides libres
y los astrocitos parecia reducirse hasta que, aparentemente, se fusionaron (Fig. 4, paneles
A1-AR8). Por ese motivo, se realiz6 un estudio inmunohistoquimico en el que se objetivo
la presencia de GFAP y S100pB (proteinas astrocitarias) dentro de los esferoides libres
(dato que no presentaban con anterioridad), lo que podria confirmar la penetracion de las
prolongaciones astrociticas en los esferoides. Asi pues, desde el momento en el que se
produce este fendmeno, ya que hay un aparente cambio en los esferoides, nos referiremos

a estos como “esferoides fenestrados” (Fig. 4, panel B).

Ademas de GFAP y S100pB, una vez que los esferoides libres pasan a ser fenestrados,
comienzan a presentar marcada inmunorreactividad para Lamp1, asi como colocalizacion
entre Lamp1l y LC3. Cabe mencionar que PS (que como vimos en el apartado anterior, se

encontraba en los esferoides libres) también fue detectada. Esto confirma la presencia de
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actividad fagocitica, y mas concretamente, la maduracion de autofagosomas a

autofagolisosomas (Fig. 5, paneles A1-A4).

Tanto las prolongaciones (Fig. 5, paneles B1-B2) como el soma (Fig. 5, paneles B3-B4)
astrociticos envueltos en el proceso de fenestracion, presentaron inmunorreactividad para
la TH, sugiriendo por ello que el contenido de los esferoides fenestrados se transfiere a
los astrocitos. Por otro lado, la proteina APP fue detectada en los esferoides libres y en
los fenestrados, mas no en astrocitos (Fig. 5, panel D); mientras que Syn se encontr6 en
astrocitos, pero no en esferoides, en ninguna de sus formas (Fig. 5, paneles C1-C6). Ergo

no todas las proteinas parecen metabolizarse por la misma via.

En conclusiodn, la colocalizacion Lamp1 y LC3 que presentan los esferoides fenestrados,
sugiere que el proceso de autofagia se inicia en los esferoides libres y se contintia con la
llegada de las prolongaciones astrocitarias. Por otra parte, la ausencia de APP en los
astrocitos y la presencia de Syn en ellos, indica que podrian existir distintas rutas de
metabolizacion para estas proteinas. Los resultados sugieren que App es metabolizada en
los esferoides fenestrados directamente mientras que, la o-Sinucleina se transfiere

directamente a los astrocitos, donde seria metabolizada.
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Fig. 4: Inmunohistoquimia de los esferoides fenestrados. En las imagenes de A1-A8, se muestra
la relacion espacial entre un esferoide dopaminérgico tipico y las prolongaciones astrocitarias
circundantes desde diferentes perspectivas. Los paneles BI-B4 ponen de manifiesto una
prolongacion astrocitica que se ramifica en dos dentro de un esferoide. En las imagenes B5-B7
(esferoides delimitados con una linea de puntos), vemos un ejemplo de esferoide penetrado por
numerosas prolongaciones astrocitarias procedentes de diferentes astrocitos.
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Fig 5: Proteinas de las terminales dopaminérgicas transferidas a astrocitos. A1-A4: se observa
alta inmunorreactividad para Lampl, TH, LC3 y GFAP respectivamente en los esferoides
fenestrados. Bl: muestra un proceso astrocitico (sefialado con una flecha azul) dada la
inmunorreactividad positiva para GFAP, en el que ademas en B2 se objetiva inmunorreactividad
positiva para TH. Las flechas rojas en ambas imdagenes ponen de manifiesto esferoides libres sin
inmunorreactividad para GFAP. B3-B4: se observa un astrocito con inmunorreactividad para
TH tanto en los procesos astrociticos (B3) como en el soma (B4). C: se detecto Syn en los procesos
astrociticos, demostrando la colocalizacion Syn-GFAP (C2, C3 y C5) que en cambio, no fue
observado en los esferoides libres (C1 y C4). C6: el soma astrocitario mostro alta
inmunorreactividad tanto para GFAP como para Syn. DI-D5: la acumulacion de APP (D2) en
un esferoide con inmunorreactividad para TH (D1), sin embargo, no se constata acumulacion de
APP en los procesos astrociticos GFAP positivos (D3). D6-DS8: muestra otro ejemplo de
acumulacion de APP en los esferoides, pero no en los procesos astrociticos. D9: tras realizar la
comparacion entre la concentracion de APP tanto en los esferoides como en los astrocitos, se
aprecia como la correlacion es despreciable en estos ultimos.
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Fig. 6: Estructura y componentes del esferoide fenestrado. Dado que comparten estructura los
esferoides libres y los fenestrados, se observan las mismas caracteristicas mencionadas en la
Fig. 3. Ademas de ello, presentan marcadores positivos para actividad lisosomal (Lampl) y para
proteinas astrocitarias (S100b y GFAP).

En la tabla 1 se muestra un resumen de los marcadores empleados en el estudio y qué

funcién detectan. Ademads, se muestra su positividad (“+”) o, por el contrario su

¢ 9

negatividad (“-”), para los esferoides libres, los esferoides fenestrados y los astrocitos.

Proteinas Esferoide libre Esferoide fenestrado Astrocito Marcador
TH + + Neuronas DAérgicas
DAT + + Neuronas DAérgicas
GFAP - + + Astrocitos
S100B - + + Astrocitos
APP + + - Neuronas DAérgicas
Syn - - Neuronas DAérgicas (proteinas sinapticas)
LC3 + + + Actividad autofagica
Lampl - + + Actividad lisosémica
Lamp?2 - - Actividad lisosémica
PS + + Sefial “cémeme”™
Stx-17 - + Autofagolisosomas

Tabla 1: Resumen de los marcadores empleados en el estudio. TH: tirosina hidroxilasa; DAT:
transportador dopaminérgico;, GFAP: proteina gliofibrilar acida; APP: proteina precursora de
amiloide; Syn: a-Sinucleina; LC3: proteina asociada a los microtubulos 14/1B de cadena ligera
3; Lampl: proteina de membrana asociada a lisosoma 1; Lamp2: proteina de membrana
asociada a lisosoma 2; PS: fosfatidilserina; Stx17: Syntaxin-17.
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Discusion

Este estudio busca explicar el papel de las estructuras esferoidales (esferoides) en la
patogenia de la EP. Tras la administracion de 6-OHDA, se observo que los productos de
desecho dopaminérgicos se agruparon en esferoides “libres”, ya que inicialmente se
encontraron libres de la conexidn astrocitaria. Dichas estructuras se comportaron como
fagocitos dado que, por un lado, almacenaron los productos de desecho y por otro,
presentaron datos de autofagia (aunque incompleta porque no se hallaron lisosomas
vinculados ni inmunorreactividad para Stx17) y se prepararon para ser fagocitados,
puesto que se objetivaron agregados de PS. Posteriormente, estos esferoides libres fueron
penetrados por prolongaciones astrocitarias, pasando entonces a denominarse esferoides
“fenestrados”. Es en este momento en el que se culmina la fagocitosis por accion de los
lisosomas aportados por los astrocitos. Por lo tanto, el proceso de degeneracion neuronal
estd mediado por autofagia parcial en las neuronas dopaminérgicas junto a fagocitosis

astrocitica; o dicho de otro modo, por transautofagia.

Existen dos tipos de modelos experimentales que replican de una forma u otra la
patogenia de la EP: los neurotoxicos y los genéticos; el 6-OHDA pertenece a los primeros.
Esta sustancia comparte con la dopamina su estructura (aunque con un grupo OH de més
que lo vuelve téxico), lo cual permite que su toxicidad sea selectiva para las neuronas
dopaminérgicas. El dafio es inducido por su capacidad para producir estrés oxidativo, una

caracteristica que comparten todos los modelos neurotoxicos (Blesa J. et al 2012)*2. Dado

que producen una lesion selectiva para las neuronas dopaminérgicas, tiene valor para
estudiar la patogenia de la EP. No obstante, no parecen afectar a otras regiones del cerebro
(como las estructuras olfativas, areas del tallo cerebral inferior o locus coeruleus),
tampoco son capaces de generar cuerpos de Lewy o la deplecién dopaminérgica, todos
caracteristicos de la EP. Luego es un modelo limitado que resulta de utilidad para estudiar

el inicio de la historia natural de la enfermedad (Blesa J. et al 2012)*2.

Cabe mencionar que este compuesto no atraviesa la barrera hematoencefalica, por lo que
es imprescindible su inyeccion directa en el sistema nervioso central (SNC) o periférico

(SNP); ademas, esta inyeccion generara una lesion en funcion de la cantidad de toxico

empleado y de la localizacion de la inyeccion (Blesa J. et al 2012)*2. Teniendo esto en
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cuenta, en este estudio se ha realizado la inyeccion unilateral del 6-OHDA en el ventriculo
lateral, de modo que se redujo la activacion local de la glia causada por la administracion

directa del toxico en el estriado (Morales 1. et al. 2015)?; lo cual permite que el modelo

sea mas fiel a la EP.

La degeneracion axonal y dendritica propia de la EP se acompafia de un proceso
autodestructivo; concretamente, un mecanismo de muerte celular no apoptético (Yang J.
et al, 2007)*. Es posible que el Ginico mecanismo que se adapte a las condiciones
metabolicas de los axones y a sus bajos niveles de ATP, sea la autofagia (Ikegami K.
Koike T. 2003%%; Ikegami K. et al., 2004)*; de hecho, es probable que debido a un manejo

deficiente de los mecanismos energéticos, los autofagosomas se acumulen en las
terminales axonales y formen los denominados esferoides “axonales” (Coleman, M.
2005)%° o estructuras bulbares, como se han descrito en este estudio. La secuencialidad y
la ordenacion de la patogenia es imprescindible para entender la EP; por ese motivo,
resulta esencial saber si estas estructuras bulbares terminales surgen después de que los
axones se degeneren, o si su aparicion precede a la pérdida de continuidad axonal

(Coleman, M. 2005)*°. En este estudio se observo que fue el dafio neuronal producido por

este toxico el que desencadend una reaccion activa dentro de las terminales afectadas, lo
que las transformd en estructuras masivas que retuvieron muchos de sus componentes
dentro de un volumen confinado. Este confinamiento se manifesté a modo de estructuras

bulbares terminales y a modo de estructuras esferoidales periaxonales (“libres”).

Este almacenamiento de desechos intracelulares puede evitar que una dispersion
desordenada de organulos y proteinas de células danadas a través del espacio extracelular,
obstaculice las interacciones normales de las células no dafiadas; no obstante, como
sugieren los datos actuales, también puede facilitar una rapida retirada de los desechos.
Por otra parte, el contenido de los anteriormente mencionados esferoides es
metabolizado; es decir, los esferoides no son estructuras que unicamente almacenan y

transportan desechos neuronales, sino que también participan en su degradacion.
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Esta teoria esta sustentada por la presencia de marcadores de autofagia como LC3.
Existen aproximadamente 20 proteinas que estan implicadas en la regulacion de la
autofagia; sin embargo, unicamente LC3 se ha encontrado en todas las estructuras

autofagicas: fagoforo, autofagosomas y autofagolisosomas (Wang L. 2013)?’. Esta

proteina se subdivide en LC3-I, forma citosélica, y LC3-II, que se encuentra unida a la

membrana de los autofagosomas (Mizushima N. 2004)?° (Fig. 6). No obstante, dado que

no existen anticuerpos especificos para LC3-II, el analisis inmunohistoquimico fue no
selectivo, interpretando que nos encontrabamos ante este subtipo cuando se observaran
acumulos en forma de punta, ya que este dato representa la union de LC3-II a los

autofagosomas nacientes.

APG5*/* APG5™-
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Fig. 6: El proceso de autofagia y su relacion con el marcador LC3. Se muestra la formacion de
autofagosomas y su conversion a autofagolisosomas. Asimismo, se observa la localizacion de
LC3 en estas estructuras durante el proceso. Imagen extraida de Mizushima N, 2004”.

Asi pues, una vez se han formado autofagosomas, cabria esperar su union con lisosomas
para finalizar su proceso madurativo; en consecuencia, mostraria positividad para
marcadores de actividad lisosomal. Por este motivo, se emplearon los marcadores de

Lampl1/Lamp2, glicoproteinas transmembrana lisosomales (Eskelinen E.L 2006)*® que,

ademas de favorecer la accion de lisis (mediante la acidificacion de su medio, el
transporte de sustancias degradadas, etc.), participan en la interaccion y fusion de los

lisosomas con ellos mismos y con otros componentes celulares (Fukuda M. 1991)%. Los

datos registrados en este estudio demostraron que los esferoides libres carecen de
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inmunorreactividad positiva para Lampl o Lamp2, con lo cual, el proceso de autofagia

en estas estructuras parece incompleto.

Por otro lado y en sintonia con esta linea de pensamiento, si en el esferoide libre se
finalizara este proceso de maduracion autofagosémica, también mostraria positividad
para marcadores de la proteina Stx17. Esta proteina se ancla en la membrana
autofagosomica facilitando la fusion de la misma con lisosomas, luego es una de las

proteinas driver mas importantes (que no unica) de este proceso (Diao J. et al., 2015)°°.

En este estudio se objetivo la ausencia de inmunorreactividad para Stx17 en los esferoides
libres, con lo cual, se interpreta que estos autofagosomas no maduran y finalizan el
proceso autofagico; entonces, ;coémo se finaliza dicho proceso? ;es plausible la

participacion de otras células para finalizar el proceso autofagico?

Dentro de los grupos celulares que podrian participar en este proceso, se encuentra la glia.
Existen diversos tipos de células gliales, que pueden ser clasificadas en: central
(astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células ependimarias) y periférica (células de
Schwann, capsulares y de Miiller). Las células gliales no solo cumplen funcion de sostén
sino que ademas intervienen en la regulacion del sistema nervioso asi como en su
desarrollo y plasticidad. Incluso se ha comprobado que juegan un papel importante en el
progreso de enfermedades neurolodgicas. El tipo celular més abundante en el SNC son los
astrocitos; estas células son fundamentales en la promocion de la supervivencia neuronal,
regulacion de la sinapsis, regulacion del metabolismo del SNC y eliminacién de

neurotransmisores de la hendidura sinaptica (Zuchero J.B., Barres, B., 2015)*!. Es por

ello y por su capacidad fagocitica, por lo que se planted la posibilidad de que
concretamente estas células interviniesen en el proceso de degradacion de los productos

de la degeneracion neuronal en EP.

Esto fue lo que motivd el estudio de proteinas astrocitarias. Para ello, se emplearon
marcadores proteicos caracteristicos: GFAP y S100B. La proteina GFAP (la proteina
acida fibrilar glial) es una de las principales proteinas astrocitarias. Como marcador,

representa la actividad astrocitaria; de hecho, esa es la razon por la que clasicamente se

ha empleado para demostrar el dano neuronal o neurodegenerativo (Middeldorp, J.,
2011)*2. Asimismo, S100p es una proteina principalmente producida por astrocitos; y, al

igual que GFAP, se utiliza como marcador de actividad astrocitaria. El incremento de la
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actividad astrocitica parece estar presente en una variedad de trastornos que afectan al
SNC como consecuencia del dafio neuronal, incluso en trastornos neurodegenerativos
como la EP (Wilhelm et al., 201133, Sofroniew & Vinters, 2010°, Morales 1. et al.
2015%h).

Asi pues, se constatd como los esferoides libres fueron atravesados por las prolongaciones
astrocitarias, convirtiéndolos de este modo en esferoides “fenestrados”. En este momento,
los esferoides mantuvieron inmunorreactividad positiva para LC3 asi como para PS y,
ademas, pasaron a positivar GFAP, S100p y Lamp1, que hasta este momento se habian
mostrado ausentes. Con esta informacion podemos concluir que efectivamente el
esferoide libre ha sido penetrado por el astrocito, consiguiendo de este modo que el
autofagosoma madure finalmente, convirtiéndose por tanto en un autofagolisosoma. Con
lo cual, la funcion del esferoide fenestrado parece ser la de finalizar el proceso autofagico
iniciado en el esferoide libre. Sin embargo, esto suscita una nueva pregunta: ;qué ocurre

a continuacioén con el contenido lisado?

En los astrocitos se detecto la proteina TH, que en condiciones normales no esta presente
en dichas células. Sin embargo, el esferoide (en ambas formas: libre y fenestrado)
presentaba inmunorreactividad positiva para TH; por lo tanto, resulta 16gico pensar que
el contenido de los esferoides fenestrados pasa al astrocito, donde se encargaran del
aclaramiento final de los desechos dopaminérgicos. Consecuentemente, podriamos
aventurarnos a aseverar que el proceso en su conjunto es una transautofagia, dado que el
mecanismo iniciado por los esferoides parece haber sido finalizado gracias la

participacion de los astrocitos.

Resulta de interés valorar la posibilidad de que todas las proteinas sinapticas sigan o no
la misma ruta de degradacion, ya que esto podria abrir puertas a nuevas lineas de
investigacion. Por este motivo, se evaluaron tanto la proteina a-Sinucleina (Syn) como la
Proteina Precursora Amiloidea (APP), proteinas involucradas en la patogenia de la EP.
En cuanto a la proteina APP, esta puede estar formada por distintas proteinas (de hecho,
se conocen al menos 50 proteinas o péptidos diferentes) con capacidad de
autoensamblarse en forma de fibrillas amiloides que se acumulan en forma de placas
extracelulares o de inclusiones intracelulares, frecuentemente asociadas con la EP

(Iadanza, M. G. et al. 2018)°'. En este estudio se localizo la presencia de APP en los
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esferoides libres y posteriormente, en los esferoides fenestrados. Sin embargo, su relacion
con los astrocitos no fue igual de evidente, puesto que no se objetivo inmunorreactividad

para APP en dichas células.

Por otro lado, si bien 6-OHDA no produce ni induce agregados proteicos o inclusiones
similares a las de los cuerpos de Lewy (compuestas principalmente por Syn) como las

que se ven en la EP, si que se ha objetivado que interactua con ella (Blandini F. et al.

2008)*? pues ante la administracion del toxico que inicia la degradacion neuronal, Syn
p q g y

responde trasladandose al espacio extracelular mediante exocitosis (Lee H.J. et al. 2005)3°

donde luego sera absorbida por otras células (microglia, astrocitos, oligodendrocitos, etc.)

(Bates C.A. et al. 2014)**. Los hallazgos en este estudio con respecto a la proteina Syn,

demostraron una abundante inmunorreactividad para la misma en el espacio extracelular
(periaxonalmente, cerca de las terminaciones neuronales dopaminérgicas); no obstante,
tanto los esferoides libres como los fenestrados, carecieron de inmunorreactividad para

dicha proteina que, en cambio, si fue verificada en los astrocitos.

En resumen, mientras la proteina APP sigue la ruta de degradacion liderada por el
esferoide, la proteina Syn sigue una ruta de degradacion independiente del mismo. Luego
no todas las proteinas sindpticas siguen la misma ruta de degradacion vy,
consecuentemente, las estructuras esferoideas no son estrictamente necesarias para la
degradacion de todos los productos de desecho. En su conjunto, estos resultados
confirman que no existe una ruta de degradacidon Unica; esto es, existen rutas de

metabolizacion de desechos proteicos distintos de la accion efectuada por los esferoides.

En este estudio hemos valorado la autofagia como principal proceso de degradacion de
sustancias en los esferoides, no obstante, podrian existir otras vias para llevar a cabo la
eliminacion de las mismas. Existen dos rutas fundamentales de degradacion de
proteinas que son, por un lado, la via vesicular mediada por lisosomas (que es la que
valoramos en este trabajo) y, por otro lado, la via citosdlica mediada por la ubiquitina.
Entre otras funciones, la ubiquitinacion participa en la regulacion de vias de sefalizacion
intercelular involucradas en funciones como el control de la apoptosis, la autofagia, el
ciclo celular, la regulacion transcripcional y la reparacion del ADN (Zamudio-Arroyo

J.M et al. 20123).
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Diversos estudios sugieren que el complejo ubiquitina-proteosoma participa en la
patogénesis de la EP ya que, se ha objetivado colocalizaciéon de subunidades de
proteosomas en los cuerpos de Lewy. Por otro lado, se ha relacionado la EP juvenil con
una mutacién en el gen de la parkina (una ligasa de ubiquitina E3) asi como también se
ha vinculado mutaciones en la ubiquitina UCH-L1 (C-hidrolasa L1 terminal) en otras

familias de EP (Tanaka Y. et al., 2001°°). Sin embargo, ¢l fallo de este complejo no solo

se relaciona con formas familiares, sino que se han observado alteraciones del mismo

incluso en la EP esporadica. (Tanaka Y. et al., 2001°%).

El puente de union entre la patogenia de la EP y la ubiquitinacion, es la constatacion de
que una alteracion de esta via favorece la generacion y acumulacion de agregados en las

neuronas dopaminérgicas; concretamente de agregados de Syn (Tanaka Y. et al., 2001°°,

Stefanis L. et al. 2001°7). De ahi que resulte de interés valorar la presencia de este

mecanismo en los esferoides libres en la EP; de hecho, ya ha empezado a estudiarse la

inmunorreactividad de la ubiquitina en estructuras bulbares (Schultz C. et al., 2001°%).

Los datos actuales sugieren ademas, que la accion metabdlica de los esferoides libres es
incompleta; consecuentemente, se requiere la participacion de otros grupos celulares para
finalizar la degradacion y el transporte de los desechos dopaminérgicos. Pero, ¢cuéles?
Dado el cambio en las caracteristicas inmunohistoquimicas reflejado en los esferoides
libres al ser penetrados por prolongaciones astrocitarias, se concluye que son los

astrocitos los que completan este proceso de autofagia (ahora transautofagia).

La transautofagia deberia ser lo suficientemente eficiente como para limpiar el tejido
estriado de una degeneracién dopaminérgica masiva (incluso en aquellas regiones

sometidas a una degeneracion completa) en unos pocos dias (Morales I. et al 20152,

Morales I. et al 2016°”). Basandonos en los datos reflejados en este estudio, la

transautofagia en la EP consta de los siguientes pasos: 1. Agrupacion de desechos
dopaminérgicos dentro de los esferoides libres; 2. Disposicion de los desechos
intraesferoidales dentro de autofagosomas (LC3); 3. Preparacion de autofagosomas para
su fagocitosis por otras células (PS); 4. Union de procesos astrociticos a los esferoides
libres, para finalmente penetrarlos (esferoides fenestrados); 5. Reactivacion del
procesamiento de desechos en esferoides fenestrados (autofagolisosomas); 6.

Transferencia de los componentes internos de los esferoides fenestrados al citoplasma de
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los astrocitos; 7. Transporte de proteinas dopaminérgicas (TH, DAT) al soma celular de

astrocitos donde pueden continuar su degradacion.

No obstante, si este mecanismo fuera lo suficientemente eficaz, no se producirian
agregados proteicos derivados de los desechos dopaminérgicos que retroalimenten

positivamente la lesion neuronal (Stefanis L. et al. 2001°7; Webb J. et al. 2003,

Martinez-Vicente M. et al. 2008*'; Friedman L. et al. 2012*%). Asi pues, ;qué datos

influyen en la ineficacia de este proceso autofagico? ;esta relacionado con el estado de la
glia, o mas concretamente, de los astrocitos? La actividad andémala de las células gliales
ha estado involucrada en la progresion de la EP; si bien con frecuencia se consideran
especificas de la enfermedad, la mayoria de ellas también se han observado en el cerebro

envejecido (Sofroniew & Vinters, 2010%; Belanger et al., 2011%; Rodriguez et al.,

2012%): tanto promoviendo dafio como proporcionando proteccién a las neuronas,

(Sofroniew & Vinters, 2010%; Rodriguez et al., 2012%). De hecho, la activacién de

microglia podria ser necesaria para completar la metabolizacion de los desechos
mencionados. De este modo, parece que el estudio de los astrocitos (sus cambios
relacionados con la EP, los mecanismos mediante los cuales les llegan los desechos
dopaminérgicos y su actuacion conjunta con la microglia) podria ser la nueva lente con
la que enfocar esta patologia, dado que permitiria obtener hallazgos relacionados con su

patogenia y finalmente, podria inducir un cambio radical en el enfoque terapéutico.

Actualmente, el tratamiento de la EP gira en torno a los sintomas motores que se
manifiestan en estadios avanzados de la enfermedad, en los que las neuronas
dopaminérgicas se encuentran extensamente afectadas. Sin embargo, los estudios de
Braak han demostrado que las alteraciones en células no dopaminérgicas preceden a la
degeneracion de las células dopaminérgicas. En dichos estudios se encontraron acimulos
precoces de Syn y cuerpos de Lewy en el ntcleo olfatorio anterior y el tronco encefélico
inferior, lo que explica que las primeras manifestaciones de esta enfermedad sean los
sintomas no motores (hiposmia, hipotension ortostitica, impotencia, etc.).
Posteriormente, en el estadio tres se empieza a afectar el cuerpo estriado y finalmente en

el estadio cuatro, aparecen los sintomas motores (Braak H. et al. 2009%°).

En resumen, conocer los esferoides y su participacion en la transautofagia suponen un

paso fundamental en el conocimiento del proceso de eliminacion de sustancias producidas
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por la degeneracion dopaminérgica. Por este motivo es necesario continuar investigando,
no solo la formacion de agregados toxicos, sino también su transporte y aclaramiento,
haciendo especial hincapié en la intervencion de otros grupos celulares asi como en las
posibles causas que provocan su ineficacia. Luego entender esto en profundidad podria
orientar un abordaje terapéutico mucho mas eficaz que actiie preventivamente, o lo que

es lo mismo, antes de la manifestacion clinica (motora) caracteristica de la EP.
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Conclusion

Los resultados expuestos en este trabajo han demostrado que los desechos generados en
las terminales neuronales dopaminérgicas, se albergan en esferoides periaxonales
extracelulares con caracteristicas propias de autofagosomas. Dichas estructuras
interactian con los astrocitos, consiguiendo de este modo las enzimas necesarias para
continuar su maduracién, convirtiéndose asi en autofagolisosomas. Por ultimo, estos
desechos son trasladados al astrocito, con lo que finaliza la degradacion; lo cual refleja

que se trata de un proceso transautofagico.

Finalmente y con el fin de comprender completamente todos los mecanismos que
engloban este proceso, es necesario realizar nuevos estudios que valoren la acciéon de
otras proteinas asociadas (como la ubiquitina) y determinar qué factores intervienen en la
ineficacia de la transautofagia que deriva a la evolucién a la EP (como el envejecimiento).
Esto se debe a que el conocimiento en profundidad de este mecanismo de aclaramiento
asi como su alteracién en los pacientes con EP, puede orientar futuras estrategias
terapéuticas que impidan la progresion del dafio neuronal y que, en consecuencia, eviten

la aparicion de sintomas motores caracteristicos de la EP.
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. Qué he aprendido realizando el TFG?

En este estudio se ha trabajado en un laboratorio experimental con animales, lo que nos
ha permitido conocer los protocolos de un ambito poco explorado en nuestro recorrido
académico. De este modo, hemos podido observar la obtencion de muestras, como se
conservan y los pasos a seguir para obtener tejido en condiciones Optimas para su estudio.
Asimismo, nos ha permitido conocer y experimentar con el uso de sustancias
inmunofluorescentes. Finalmente, al trabajar con animales, pudimos estudiar qué
medidas se realizan para su cuidado al igual que los medios necesarios para garantizar el

menor sufrimiento posible.

Debido a la extensa busqueda bibliografica acerca de la Enfermedad de Parkinson y su
relacién con los esferoides, no solo ampliamos nuestro conocimiento acerca de esta
enfermedad, sino que hemos podido apreciar el profundo desconocimiento que rodea a
las enfermedades neurodegenerativas y la imperiosa necesidad de continuar

estudiandolas.

Ergo, dada la eleccion de este tema, hemos aprendido puntos involucrados en la medicina
que no veremos en nuestra practica clinica, lo cual no puede sino enriquecer nuestra
perspectiva del cuidado de la salud y mostrarnos la oportunidad que puede suponer

realizar estudios de investigacion experimental en nuestra carrera profesional.
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