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RESUMEN

En el presente estudio se desarrolld un sistema de produccion recombinante de la
proteina alfa-sinucleina humana (rHuASYN) y se implemento6 un bioensayo fluorométrico
para detectar microagregados proteicos. El sistema bacteriano se establecio transformando
células de E. coli Lemo21(DE3) con el plasmido pE21ASYN, el cual facilit6 la expresion
citosolica de rHUASYN en su forma soluble. Se consolidd un protocolo estandar para la
produccion a media escala y purificacion de la rHuASYN en su estado monomérico nativo.
Esta proteina se utilizé para determinar los parametros de un microensayo fluorométrico
sencillo para detectar microagregados de alfa-sinucleina humana. La reproducibilidad del
microensayo se confirmé mediante la evaluacion cinética de la fluorescencia emitida bajo
condiciones de reaccion controladas. De manera global, los resultados demostraron el
establecimiento exitoso de un sistema de produccion recombinante para la alfa-sinucleina
humana y la implementacion de un bioensayo estandarizado, sencillo y reproducible para
su deteccion indirecta mediante fluorescencia. Este bioensayo representa una herramienta
prometedora para la identificacion sensible de formas pridnicas, las cuales estan asociadas
con la manifestacion temprana de la enfermedad de Parkinson, por lo tanto, ofrece una
aplicacion potencial en el diagndstico temprano y en el desarrollo de estrategias terapéuticas

para este trastorno neurodegenerativo.
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ABSTRACT

This study aimed to develop a recombinant production system for human alpha-
synuclein (tHUASYN) and implement a fluorometric bioassay to detect protein
microaggregates. A bacterial expression system was established by transforming E. coli
Lemo21(DE3) cells with the pE21ASYN plasmid to facilitate the cytosolic expression of
soluble tHUASYN. A standard protocol for medium-scale production and native protein
purification was developed to purify tHuASYN in its native monomeric state. Purified
rHuASYN was used to determine the parameters for a simple fluorometric microassay to
detect human alpha-synuclein microaggregates. The reproducibility of this microassay was
confirmed by the kinetic evaluation of the fluorescence emitted under standard reaction
conditions, confirming the viability of the proposed bioassay. The results demonstrated the
successful establishment of a recombinant production system for human alpha-synuclein
and the development of a standardized, simple bioassay for indirect fluorescent detection
of human alpha-synuclein microaggregates. This bioassay can be useful as a sensitive
system for identifying prion-like forms associated with the early manifestation of
Parkinson's disease, offering potential applications in the early diagnosis and therapeutic

development of this neurodegenerative disorder.
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1. INTRODUCCION

1.1. Plegamiento de proteinas

1.1.1. Fundamentos del plegamiento de proteinas

Existen dos enfoques que fundamentan el plegamiento de proteinas (Figura 1). Uno
sostiene que las proteinas se pliegan siguiendo rutas definidas, donde regiones establecidas
de la estructura se organizan hasta lograr su conformacion nativa. El otro sugiere que el
plegamiento es un proceso dindmico y menos predecible, donde las proteinas pueden seguir
una o varias rutas alternativas, guiadas Gnicamente por una tendencia hacia estados mas
estables; esto es, las moléculas tienden a moverse espontaneamente hacia conformaciones

de menor energia para alcanzar su estabilidad (Englander et al., 2007).

Collapse

Entropy

U search

~+ Transition state

Folding
intermediates

1.0
Native

A B
Figura 1. Perspectivas actuales sobre el mecanismo de plegamiento de proteinas.

(A) Ruta clasica de plegamiento definido, y (B) Multiples rutas de plegamiento a través de un paisaje
energético en forma de embudo. Tomado de (Englander & Mayne, 2014). La imagen conserva el
texto original de la referencia.

En células, el plegamiento de proteinas involucra la participacion de chaperonas
moleculares, las cuales intervienen durante este proceso para evitar las interacciones no
correctas entre regiones expuestas de proteinas parcialmente plegadas, reduciendo asi el

riesgo de agregacion (Dobson, 2003; Englander et al., 2007).
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Las proteinas deben plegarse y adoptar su estado nativo a través de distintas rutas
impredecibles, por lo tanto, es importante definir la ruta de plegamiento de proteinas, ya
sea mediante una ruta inica con intermediarios definidos (vision cldsica) o a través de varias
rutas desordenadas (vision moderna), para comprender su funcion biologica. Sin embargo,
como el plegamiento de proteinas suele ser complejo, es recomendable considerar diversos
enfoques para su comprension (Dobson, 2003; Englander & Mayne, 2014).

Generalmente, el plegamiento de proteinas se entiende como un proceso estructural
donde un polipéptido adopta estados conformacionales intermedios de forma secuencial
hasta adquirir su estructura tridimensional (3D) nativa-funcional (Dobson, 2003; Englander
& Mayne, 2014).

Las cuatro etapas distinguibles del proceso de plegamiento de proteinas se definen
a continuacion (Englander et al., 2007; Englander & Mayne, 2014):

1. Estado inicial desplegado: Después de la sintesis por el ribosoma, la proteina inicia
en estado desplegado. Durante esta etapa, la cadena polipeptidica no adopta ninguna
estructura especifica, permitiendo que las interacciones internas moldeen su destino
durante el proceso de plegamiento.

2. Intermediarios estructurales: Conforme avanza el proceso, se forman los primeros
intermediarios estructurales. Durante las fases iniciales, la cadena polipeptidica
presenta conformaciones secundarias bien definidas, como hélices-a y laminas-f,
las cuales son esenciales para la estabilizacion de la proteina, ya que proporcionan
un marco preliminar para las siguientes etapas del plegamiento.

3. Ruta de plegamiento: La proteina sigue una ruta especifica de plegamiento gradual,
pasando a través de diferentes intermediarios. En cada paso, la conformacion se
vuelve mas organizada y estabilizada energéticamente, lo cual significa que cada
intermediario estructural es mas favorable que el anterior.

4. Estado nativo: El proceso termina cuando la proteina alcanza su estado nativo, es
decir, una conformacion funcional estabilizada por interacciones no covalentes
(puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, y fuerzas de van der Waals).
Cabe destacar que este estado asegura tanto la funcion como la longevidad de la

proteina dentro del ambiente celular.
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Ademas, el plegamiento de proteinas también debe considerarse como un proceso
favorable desde un punto termodindmico, ya que la energia libre del sistema disminuye a
medida que la proteina alcanza su estado conformacional nativo (Englander et al., 2007;

Englander & Mayne, 2014).

1.1.2. Plegamiento de proteinas y chaperonas moleculares

Las chaperonas moleculares son una familia de proteinas que desempefian una
funcion muy importante en la homeostasis proteica (proteostasis), y pueden ser clasificadas
en dos grupos principales de acuerdo a su dependencia de ATP (Almeida & Brito, 2022).
Estas actian reconociendo regiones hidrofobicas expuestas en proteinas recién sintetizadas,
a las cuales se unen de manera temporal para evitar la agregacion.

Ademas, las chaperonas moleculares son esenciales en condiciones de estrés celular,
p. €j. altas temperaturas, evitando alteraciones en la estructura de las proteinas, ayudando
asi a mantener la homeostasis celular. Asi mismo funcionan corrigiendo conformaciones
no nativas, ya sea acelerando o retrasando el plegamiento de proteinas. Por otro lado,
también asisten en el desplegamiento controlado y promueven la eliminacion de proteinas
inadecuadas mediante el sistema ubiquitina-proteasoma o ¢l sistema de autofagia-lisosoma

(Almeida & Brito, 2022).

1.1.3. Plegamiento de proteinas y homeostasis celular

El plegamiento de proteinas y la homeostasis celular se centra en comprender como
las células mantienen la estructura-funcién proteica en condiciones normales y de estrés. El
plegamiento de proteinas es un proceso complejo: las cadenas de aminoacidos adquieren
una estructura tridimensional especifica, la cual es importante para su funcioén bioldgica.
Este proceso estd regulado por un sistema celular, llamado proteostasis, que mantiene un
equilibrio entre los procesos de plegamiento y degradacion para prevenir la acumulacion
innecesaria de proteinas (Diaz-Villanueva et al., 2015; Englander et al., 2007).

Las células eucarioticas emplean a chaperonas moleculares, como las proteinas de
respuesta a choque térmico (Hsp, por sus siglas en inglés), para asistir en el plegamiento

correcto de proteinas recién sintetizadas y asi evitar interacciones no deseadas que pudieran
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llevar a la formacion de agregados potencialmente toxicos. Ademas, en caso de desarrollo
de estrés en el reticulo endoplasmico (RE) por acumulacion de proteinas desplegadas o mal
plegadas, ya sea fisioldgico o patoldgico, las células activan un mecanismo de respuesta
llamado UPR (unfolded protein response), el cual se adapta a las condiciones prevalentes:
reduce la sintesis de proteinas a la vez que aumenta la capacidad de plegamiento, ayudando
de forma significativa a la proteostasis. Cabe resaltar que el mecanismo de UPR es critico,
ya que cualquier irregularidad funcional puede llevar a la acumulacion toxica de proteinas,
la cual se relaciona con enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer y Parkinson
(Diaz-Villanueva et al., 2015; Hoppe & Cohen, 2020).

Por lo tanto, comprender los mecanismos de UPR y los procesos asociados a la
sintesis y degradacion de proteinas es fundamental para el desarrollo de terapias que
modulen la proteostasis en enfermedades asociadas con el mal plegamiento de proteinas

(Diaz-Villanueva et al., 2015; Tsuboyama et al., 2023).

1.1.4. Mecanismos de agregacion de las proteinas

De manera general, la proteostasis es un sistema celular que regula el equilibro y la
calidad de las proteinas. Para logarlo, este sistema se apoya de chaperonas moleculares que
favorecen y mantienen el plegamiento correcto de las proteinas o, en su defecto, se encargan
de conducirlas a sistemas de degradacion para prevenir la acumulacion de agregados
toxicos (Almeida & Brito, 2022; Wen et al., 2023).

Las proteinas que presentan una conformacion alterada, ya sea por exposicion a un
ambiente de estrés o como resultado de una mutacion génica inducida, tienden a formar
agregados potencialmente toxicos, los cuales se caracterizan por contener estructuras de
laminas-B. En condiciones patologicas, este tipo de agregados se acumulan en los tejidos,
causando disfunciones celulares. Ademds, pueden inducir un estrés sostenido en el RE
(Wen et al., 2023). Por otro lado, los mecanismos celulares encargados de eliminar a estos
agregados se deterioran con el envejecimiento, lo que implica un aumento del riesgo de
padecer enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer o Parkinson, en personas de la

tercera edad (Wen et al., 2023).
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1.1.5. Enfermedades del plegamiento en humanos

El plegamiento incorrecto de proteinas es un proceso patologico que se asocia a la
formacion de agregados potencialmente tdxicos en las células, el cual se caracteriza por la
dificultad de algunos polipéptidos de adquirir una estructura tridimensional nativa o la
perdida inducida de la estructura terciaria de proteinas funcionales. Este fenomeno celular
es un factor clave en el desarrollo de diversas enfermedades, especialmente en trastornos
neurodegenerativos y otras condiciones asociadas al envejecimiento. De manera especifica,
los agregados proteicos se acumulan en forma de estructuras amiloides (también llamadas
fibrillas amiloides). En la enfermedad de Alzheimer, se deposita el péptido B-amiloide o la
proteina Tau, y en Parkinson, se acumula la proteina alfa-sinucleina en forma de los

llamados cuerpos de Lewy (Morato Torres et al., 2020; Wen et al., 2023).

1.2. Plegamiento de proteinas y neurodegeneracion

Las enfermedades neurodegenerativas (END) y los trastornos del desarrollo
neuroldgico se presentan como condiciones distintas, tanto en términos clinicos como
neuropatologicos. Sin embargo, estudios recientes han resaltado sorprendentes similitudes
y caracteristicas convergentes que se manifiestan en distintos niveles: molecular, genomico
y clinico (Morato Torres et al., 2020).

Tanto las END (p. ej., Alzheimer y Parkinson) como los trastornos del desarrollo
neurologico (p. ¢j., autismo y el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad) exhiben
patrones de progresion y deterioro que pueden compartir mecanismos subyacentes, los
cuales incluyen alteraciones en la comunicacion neuronal, disfunciones en las vias de
sefalizacion celular y cambios en la expresion de genes importantes para la regulacion del
desarrollo y supervivencia neuronal (Morato Torres et al., 2020).

Las END asociadas al plegamiento de proteinas se caracterizan por el dafio progresivo
de la funcién neuronal (Kovacs, 2016). Entre las END mas estudiadas se encuentran
Alzheimer, Parkinson y Huntington (Alraawi et al., 2022), siendo el plegamiento incorrecto
y la agregacion tdxica de proteinas, componentes fundamentales de estas afecciones

neurologicas (Almeida & Brito, 2022).
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Ademads del cuadro clinico, las END se clasifican con base en los componentes
proteicos que se depositan en regiones afectadas del cerebro, siendo en su mayoria una clase
de proteinas conocidas como intrinsicamente desordenadas (IDP, por sus siglas en inglés).
De manera general, las IDP pueden carecer por completo de estructura terciaria (es decir,
integramente desestructuradas) o constar de dominios bien estructurados ligados a regiones
intrinsecamente desordenadas (IDR, por sus siglas en inglés). Interesantemente, estudios de
diversos proteomas, incluido el de humano, han revelado una prevalencia significativa de
IDP y su participacion funcional en procesos celulares importantes, como la regulacion de
la transcripcion y traduccion, asi como en vias de sefalizacion y control del ciclo celular
(Tsoi et al., 2023).

Algunas IDP asociadas a END incluyen el péptido B-amiloide (BA) y la proteina
Tau en la enfermedad de Alzheimer, la proteina alfa-sinucleina (ASYN) en Parkinson, y la
proteina de unién a ADN con respuesta transactiva de 43 kDa (TDP-43, por sus siglas en
inglés) en la esclerosis lateral amiotréfica (ALS, por sus siglas en inglés). La Figura 2
muestra los principales fendmenos moleculares que ocurren previo a la agregacion de

proteinas intrinsecamente desordenas ligadas a enfermedades neurodegenerativas.
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Figura 2. Fundamentos moleculares del plegamiento incorrecto y la agregacion de proteinas
intrinsicamente desordenas asociadas a END.

Tomado de (Tsoi et al., 2023). La imagen conserva el texto original de la referencia.

18



1.2.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo, progresivo, e
irreversible que afecta a cerca del 10% de las personas mayores de 65 afios, y aumenta al
50% en personas mayores de 85 afos. El principal sintoma de la EA es la pérdida gradual
de la memoria, como resultado de la disminucion de actividad sinaptica del cerebro. El
origen de la EA aun se desconoce. Sin embargo, se ha propuesto al estrés del RE como un
factor transversal en el desarrollo de la enfermedad (Rivera-Krstulovi¢ & Duran-Aniotz,
2020). De manera general, la EA es una patologia compleja multifactorial, donde la
disfuncion neuronal tiene un papel fundamental en la patogénesis (Hetz & Mollereau,
2014).

En la EA, la funcién del RE es esencial en el correcto plegamiento de las proteinas,
en el restablecimiento de la proteostasis y en la disminucion del estrés celular. Diversos
factores pueden alterar la homeostasis celular, lo que conduce a la acumulacion progresiva
de proteinas mal plegadas, como el péptido BA o la proteina Tau, generando un estrés en el
RE. En consecuencia, las células activan mecanismo de sefalizacion intracelular asociado
al sistema UPR, ¢l cual ayuda a reestablecer la funcion normal del RE, disminuyendo asi la
carga de proteinas mal plegadas. Este mecanismo de respuesta incluye la participacion de
tres sensores clave de la membrana del RE: PERK (una proteina quinasa del RE parecida a
la proteina quinasa R), IRE1 (la enzima 1 del RE dependiente de inositol), y ATF6 (el factor
6 activador de la transcripcion) (Bertolotti et al., 2000).

En relacion con las proteinas asociadas a la EA, el péptido BA desempeiia un papel
fundamental en el proceso patologico que caracteriza a este trastorno neurodegenerativo.
Este péptido consta de 39—43 residuos y se origina a partir del procesamiento anormal de la
proteina precursora amiloide (APP, por sus siglas en inglés). Las placas amiloides,
formadas a partir del deposito y la agregacion del péptido BA, se consideran un marcador
patologico fundamental en el diagnostico de la enfermedad. Estas placas no se acumulan
en las areas cerebrales criticas para la funcién cognitiva, pero su presencia se relaciona con
la muerte neuronal y la interrupcion de la comunicacion entre neuronas, lo que exacerba la
disfuncion sinaptica. Ademas, la agregacion del péptido BA tiene un impacto significativo

sobre la neuroplasticidad, interfiriendo con los procesos de sefializacion neuronal, lo que
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contribuye de forma sustancial a la progresion de la EA (Tsoi et al., 2023). La hipdtesis de
la cascada amiloide sugiere que el deposito de agregados PA desencadena la disfuncion y

muerte neuronal en el cerebro (Figura 3).
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Figura 3. Hipotesis de la cascada amiloide en la enfermedad de Alzheimer.

La APP se procesa en BA, que se acumula dentro de las células neuronales y extracelularmente,
donde se agrega en placas. En esta hipdtesis, los depositos de BA son considerados toxicos. Tomado
de (Ballard et al., 2011). La imagen conserva el texto original de la referencia.

Tau, una proteina que se asocia a microtibulos (MAP, por sus siglas en ingles), es
otro factor asociado a la EA. Esta proteina se expresa principalmente en regiones axonicas,
donde controla la tasa de ensamblaje y estabilizacion de los microtibulos. Por lo tanto, en
el tejido nervioso sano, la expresion de Tau es minima en regiones somato-dendriticas. Sin
embargo, durante el desarrollo de la EA, se presenta una acumulacion aberrante de Tau en
las sinapsis, lo cual se relaciona con la pérdida y deterioro progresivo de las conexiones
neuronales.

Por otro lado, evidencias recientes indican que la hiper-fosforilacion de Tau se
relaciona con sus efectos sinapto-toxicos. Es decir, esta modificacion postraduccional limita
la interaccion de Tau con los microtibulos e impulsa su movimiento hacia las conexiones
sinapticas, lo que ocasiona un descenso en la transmision sinaptica excitatoria (Harvey,

2024).
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1.2.2. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es el trastorno neurodegenerativo progresivo
relacionado con el movimiento. Algunos de los signos y sintomas que distinguen a esta
condicion son temblores en reposo, inestabilidad al caminar, e inestabilidad de posturas.
Ademas, se caracteriza por la presencia de agregados cerebrales (intra-neuronales) llamados
cuerpos de Lewy, los cuales contienen grandes cantidades de alfa-sinucleina (ASYN)
fibrilar. Inicialmente, la EP causa el deterioro de neuronas dopaminérgicas, generando un
trastorno de movimiento (Andrews et al., 2024; Balestrino & Schapira, 2020).

La ASYN es una proteina pequefia de 140 residuos, soluble, que se sintetiza
principalmente en de sistema nervioso central. El proceso de la agregacion inicia con el
autoensamblaje de ASYN monomérica en pequefios y abundantes complejos proteicos, que
posteriormente se convierten en estructuras intermediarias solubles. Esto conduce a la
formacion de una estructura de lamina-p cruzada. La ASYN agregada es el componente

principal de los cuerpos de Lewy (Sulatskaya et al., 2018).

1.2.3. Esclerosis Lateral Amiotroéfica

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una patologia neurodegenerativa que
afecta a las neuronas motoras superiores e inferiores que se encuentran agrupadas en la
corteza cerebral y en la medula espinal. Algunos de los signos y sintomas que se manifiestan
en los pacientes de ELA son dificultad de movimiento, disturbios oculares, disfagia,
dificultad respiratoria, y disartria (Lopez Pérez et al., 2023).

Algunos de los mecanismos celulares y moleculares asociados al desarrollo de esta
patologia son la agregacion de proteinas citoplasmaticas, algunas mutaciones en proteinas
con funciéon enzimatica, y la disfunciéon mitocondrial, entre otros factores. De manera
especifica, la agregacion de proteinas se caracteriza por errores en el plegamiento. Estos
agregados suelen depositarse y afectar de forma toxica a organelos especificos, como la
mitocondria, que a la vez provocan una disrupcion de la membrana celular (Blokhuis et al.,
2013; Lopez Pérez et al., 2023)

La ELA se caracteriza por mutaciones en diversos genes. De manera particular,

mutaciones en las secuencias codificantes para FUS (del inglés: fused-in-sarcoma) y
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TARDPB (del inglés: TAR DNA binding protein; también llamada TDP-43) son los mas
frecuentes, ya que ocasionan agregacion proteica y alteran procesos celulares esenciales.
FUS se encuentra preferentemente en el nucleo (participando en la remocion de intrones, la
estabilidad del ARN y la traduccion), pero las mutaciones pueden provocar su acumulacion
patolégica en el citoplasma, afectando estas funciones y alterando la homeostasis del ARN.
TARDBP/TDP-43 es una proteina nuclear multifuncional esencial en diversas funciones
celulares, especialmente en el metabolismo del ARN (procesamiento y regulacion del ARN,
asi como modulacion de la inclusion o exclusion de exones, entre otras). Las mutaciones
génicas aumentan su propension a formar agregados toxicos en el citoplasma, afectando la

funcion de neuronas y células gliales (Ederle et al., 2018).

1.2.4. Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo hereditario
progresivo que afecta principalmente al cerebro, causando una combinacion de sintomas
motores, cognitivos y psiquidtricos-conductuales. La disfunciéon motora se caracteriza por
deterioro de los movimientos involuntarios (como corea, rigidez y distonia) y la ausencia
del control de los movimientos voluntarios, presentada como dificultades para planificar y
completar tareas (Walker, 2007).

La EH es causada por una mutacion tinica en el gen HTT, ubicado en el cromosoma
4p16.3, el cual codifica para la proteina Huntingtina. La expansion de la repeticion del
trinucledtido CAG en la region codificante de poliglutamina del exén 1 de HTT es el origen
principal de esta enfermedad. La EH de inicio juvenil es una forma inusual de esta condicion
que afecta a personas menores de 20 afios, la cual suele estar asociada con una longitud de
repeticiones CAG mayor a 60, alcanzando en algunos casos infantiles hasta 80. Se estima
que esta variante representa alrededor del 5% de todos los casos de la EH. Aunque comparte
varias caracteristicas con la enfermedad en adultos, la corea es poco frecuente en pacientes
pediatricos. En su lugar, el fenotipo predominante incluye rigidez, acinesia y bradicinesia.
Ademas, son comunes los déficits cognitivos progresivos, lo cual puede presentarse como

retraso mental y dificultades de aprendizaje (Jiang et al., 2023).
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Se han propuesto e investigado diversos mecanismos para la patogénesis de la EH.
Las hipotesis fundamentales que constituyen la base para la investigacion y desarrollo de
terapias indican una ganancia de toxicidad aberrante por la expresion de la HTT mutante y
una pérdida dominante de la actividad de la HTT silvestre. Los mecanismos patogénicos

propuestos actualmente se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Mecanismos patogénicos propuestos para enfermedad de Huntington.

Posibles mecanismos de la EH y localizacion de la actividad aberrante, incluyendo excitotoxicidad,
desequilibrio dopaminérgico, disfuncion mitocondrial, alteracion de la proteostasis, inicio de vias
apoptoticas, desregulacion transcripcional y neuro-inflamacion. Tomado de (Jiang et al., 2023). La
imagen conserva el texto original de la referencia.

1.2.5. Enfermedades pridnicas

Las enfermedades priénicas (EP) son trastornos neurodegenerativas de progresion
rapida y desenlace fatal, causados por la conversion de la proteina pridonica nativa (PRNP,
por sus siglas en inglés) en una isoforma patdégena con propiedades anémalas, la cual es
capaz de inducir su propia propagaciéon y desencadenar neurotoxicidad, conduciendo a la

disfuncion neuronal progresiva y la muerte celular (Appleby et al., 2022).

23



En condiciones normales, la proteina pridnica celular (PrP) se encuentra en la
superficie de las células neuronales y desempefia funciones bioldgicas alin no
completamente comprendidas. Sin embargo, cuando esta proteina sufre un cambio
conformacional, se transforma en su variante patologica (PrP5), caracterizada por una
estructura rica en laminas beta. Esta forma anémala es capaz de interactuar con las proteinas
PrP° normales, induciendo su conversion a la forma patologica. Este mecanismo
desencadena una reaccion en cadena que lleva a la acumulacién de agregados proteicos
insolubles en el tejido cerebral, provocando dafio neuronal y la aparicion de vacuolas que
dan al cerebro una apariencia esponjosa.

La resistencia de los priones a métodos convencionales de inactivacion, como el
calor y las radiaciones ionizantes, dificulta su eliminacién y contribuye a la propagacion de
las enfermedades prionicas. Ademas, la ausencia de material genético en los priones los
distingue de otros agentes infecciosos, ya que su capacidad de replicacion se basa
unicamente en la transmision de su conformaciéon andémala a las proteinas normales
(Mandujano et al., 2006).

Las EP humanas se pueden clasificar en tres categorias de acuerdo con su etiologia:
esporadicas, genéticas, y adquiridas. Las esporadicas constituyen la mayoria de los casos y
ocurren de manera aleatoria, sin una causa identificable; por ejemplo, la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (ECJ), la cual se presenta en individuos sanos sin antecedentes familiares
ni exposicion conocida a priones. Las genéticas incluyen como factores hereditarios a las
mutaciones en el gen PRNP; por ejemplo, la ECJ familiar y el insomnio familiar fatal. Las
adquiridas son el resultado de la transmision de priones a través de medios externos, como
el consumo de tejido infectado; por ejemplo, la encefalopatia espongiforme bovina o "mal
de las vacas locas" (Appleby et al., 2022; Maddox et al., 2020).

De manera especifica, los polimorfismos del gen PRNP y sus variantes patogénicas
son fundamentales en la presentacion y variabilidad de las EP, ya que, ademas de contribuir
a la predisposicion a desarrollar estas condiciones neurodegenerativas, también contribuyen
a su presentacion clinica, sumandose a otros factores como la edad de inicio y la progresion

de los sintomas (Appleby et al., 2022).
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1.2.6. Demencia frontotemporal

La demencia frontotemporal (DFT) es una enfermedad neurodegenerativa que ha
generado mucho interés en afios recientes, principalmente por su impacto en los pacientes
y sus familias. Los principales signos y sintomas de la DFT (alteraciones en la conducta, en
el lenguaje, y en las funciones ejecutivas) se derivan de lesiones en los 16bulos frontales y
temporales del cerebro, lo que conlleva a una deficiencia en las habilidades mentales criticas
que permiten a los individuos planificar, tomar decisiones, resolver problemas, controlar
impulsos, e incluso adaptarse a nuevas situaciones. El deterioro progresivo observado en la
DFT afecta la capacidad de una persona para funcionar adecuadamente en su vida diaria,
creando desafios emocionales y sociales tanto en los pacientes como en las personas que
los asisten (Antonioni et al., 2023; Khan & De Jesus, 2024).

La DFT representa alrededor del 10% de las demencias de aparicion temprana en
individuos menores de 65 afios y exhibe multiples variantes, siendo las mas comunes la
variante conductual (bvFTD, por sus siglas en inglés) y la afasia progresiva primaria.
Ademas, se ha observado que la DFT pudiera estar relacionada con ELA y otras END, lo
que sugiere la existencia de mecanismos patologicos compartidos entre estas condiciones y
resalta la complejidad de la DFT (Antonioni et al., 2023; Ghosh & Lippa, 2015).

El diagnéstico temprano y preciso de la DFT es crucial para mejorar la atencion y
la calidad de vida del paciente, ya que conlleva implicaciones significativas en términos de
planificacion y manejo de la enfermedad. Los criterios de diagnosticos aceptados incluyen
historia clinica, factores de riesgo, y estudios neurologicos, los cuales apoyan a identificar
las caracteristicas centrales de la enfermedad. Ademas, la utilizacion de herramientas como
la neuroimagen, asi como las evaluaciones neuropsicologicas, pueden ser determinantes en
la identificacion temprana de la DFT (Antonioni et al., 2023; Bott et al., 2014).

La investigacion en el campo de la DFT continta avanzando, impulsada por el
creciente interés en comprender mejor la enfermedad e identificar los factores genéticos
que contribuyen a su desarrollo. Particularmente, se han asociado a mutaciones en los genes
C9orf72 y MAPT como relevantes en la patogénesis. Estos hallazgos abren nuevos caminos
para el desarrollo de tratamientos dirigidos a mejorar los resultados clinicos de los pacientes

afectados (Balendra & Isaacs, 2018; Sirkis et al., 2019).
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La Figura 5 muestra los biomarcadores de la FTD y los mecanismos patogénicos en

los cuales se centra la investigacion actual.
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Figura 5. Principales biomarcadores de la FTD y sus mecanismos patogénicos.

LCR: liquido cefalorraquideo; DPRs: proteinas de repeticion de dipéptidos; GFAP: proteina acida
fibrilar glial; GRN: progranulina; NfLs: neurofilamentos; RT-QulC: conversion inducida por
temblores en tiempo real; s-TREM2: fraccion soluble de la proteina receptora desencadenante
expresada en células mieloides 2; TREM2: proteina receptora desencadenante expresada en células
mieloides 2. Tomado de (Antonioni et al., 2023). La imagen conserva el texto original de la

referencia.
1.3. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo progresivo
caracterizado primordialmente por alteraciones motoras. Estas incluyen temblor en reposo,
rigidez muscular, inestabilidad postural y bradicinesia (ralentizacion progresiva o reduccion
de la velocidad de los movimientos). Ademas de los sintomas motores, la EP esta asociada

con una amplia variedad de sintomas no motores, como disfuncién autonémica, deterioro
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cognitivo, trastornos del suefio y sintomas neuropsiquiatricos (de los cuales destacan la
depresion, ansiedad y las conductas obsesivo-compulsivas) (Balestrino & Schapira, 2020;
Han et al., 2018).

La prevalencia de la EP es de aproximadamente 1% en personas mayores de 65
afios. Estadisticamente, la forma esporadica de la enfermedad se diagnostica con mayor
frecuencia en hombres, y esta diferencia se acentlia con la edad. En personas menores de
50 afios la proporcion hombre/mujer es menor a 1.2, mientras que en mayores de 80 afios
aumenta a 1.6 (Morato Torres et al., 2020).

A nivel celular, la EP se caracteriza por la pérdida de sefal en la via dopaminérgica
de la sustancia nigroestriatal, lo que provoca un desequilibrio en las vias neuronales de los
ganglios basales. En condiciones normales, esta region del cerebro es importante para la
produccion de dopamina, un neurotransmisor fundamental en la regulacion del movimiento.
En la EP, las neuronas dopaminérgicas se degeneran y mueren progresivamente, lo que
resulta en una disminucion significativa de la produccion de dopamina. Este déficit provoca
los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad, como temblores en reposo, rigidez
muscular, bradicinesia y problemas de equilibrio (Schapira & Jenner, 2011). A pesar de los
avances en la investigacion, la causa de la muerte neuronal sigue siendo desconocida. Este
proceso patologico es objeto de estudio intensivo debido a su relevancia en el desarrollo de
tratamientos mas efectivos para frenar o detener la progresion de la enfermedad (Fung &
Peall, 2018; Morato Torres et al., 2020).

Un factor clave en la progresion patologica de la EP es el estrés oxidativo
combinado con la disfuncion mitocondrial. Un aumento significativo de estrés oxidativo en
las neuronas afectadas, inducido por dafio oxidativo. Las neuronas afectadas muestran un
aumento significativo inducido por dafio oxidativo, lo que acelera su degeneracion y
muerte. Las mitocondrias, responsables de producir la energia necesaria para la funcion
celular, experimentan fallos importantes en su actividad, lo que exacerba atin mas la
degeneracion neuronal. Ademas, la neuro-inflamacion desempeiia un papel clave en el
proceso. La activacion cronica de células gliales, los principales componentes inmunitarios
del cerebro, contribuye al dafio neuronal y al avance de la EP (Balestrino & Schapira, 2020;

Schapira & Jenner, 2011).
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La Figura 6 resalta la extensa hiper-ramificacion que supone una carga adicional
para la regulacion metabdlica (por ejemplo, para satisfacer la demanda de transporte axonal)

y compromete la capacidad de eliminacion de residuos para mitigar el estrés oxidativo.
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Figura 6. Transmision neuronal hipotética de alfa-sinucleina y del desequilibrio redox intracelular
que provoca la neurodegeneracion.

En condiciones normales, la alfa-sinucleina (a-Syn) neuronal existe en conformaciones solubles no
agregadas y los mecanismos de eliminacion de antioxidantes (AOX) estan en equilibrio con la
generacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS). La alfa-sinucleina mal plegada
(patoldgica) perturba el equilibrio redox celular a favor de un exceso de ROS, lo que se ve agravado
por otros factores de susceptibilidad/riesgo (p. ej., factores genéticos y envejecimiento) que
promueven la agregacion de alfa-sinucleina patologica y el estrés proteotoxico. La transmision
célula a célula de alfa-sinucleina patoldgica desde neuronas afectadas (donantes) a través de sus
proyecciones sobre poblaciones neuronales adicionales da lugar a la transmision de alfa-sinucleina
patoldgica a neuronas receptoras. En estas, la alfa-sinucleina patoldgica internalizada reclutan alfa-
sinucleina soluble enddgena y crean un circulo vicioso de agregacion proteica y neurotoxicidad. En
la patologia neuronal establecida (es decir, a largo plazo), se produce una profunda desregulacion
del equilibrio AOX/ROS que se asocia con la pérdida de terminales sinapticas y la muerte neuronal.
Las células neurogliales modulan estos procesos proporcionando apoyo tréfico que sirve para
mantener un microambiente local pro-supervivencia. Sin embargo, la implacable progresion de la
enfermedad y la consiguiente neurodegeneracion son fuertes desencadenantes de la respuesta neuro-
inflamatoria. Tomado de (Jan et al., 2021). La imagen conserva el texto original de la referencia.
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El progreso de los sintomas de la EP sigue una secuencia bien definida. Antes de la
aparicion de los sintomas motores evidentes, muchas personas atraviesan una fase pre-
motora caracterizada por la pérdida del olfato y trastornos del suefio. Con el tiempo,
emergen los sintomas motores tipicos, como temblores en reposo, rigidez muscular y
bradicinesia. A medida que la enfermedad avanza, tanto los sintomas motores como los no
motores se intensifican. En las etapas mas avanzadas, la EP puede llevar a una pérdida
severa de la movilidad, haciendo que los pacientes dependan completamente de otras

personas para sus actividades cotidianas (Balestrino & Schapira, 2020).

1.3.1. Diagnéstico

Los avances en la identificacion de marcadores en la fase prodromica de la EP han
permitido mejorar el diagndstico temprano. De manera especifica, la deteccion oportuna de
biomarcadores clave permite identificar cambios en el cerebro y en el cuerpo antes de la
aparicion de los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad (Balestrino & Schapira,
2020; Mhyre et al., 2012).

Uno de los biomarcadores principales es la pérdida parcial del sentido del olfato
(hiposmia), que puede manifestarse varios afios antes del inicio de los sintomas motores.
Ademas, se han identificado alteraciones en el suefio, como el trastorno de conducta del
suefio REM, considerado uno de los predictores mas fiables del desarrollo futuro de la EP.
Las personas que padecen este trastorno presentan riesgo significativamente mayor de
desarrollar EP en los afios siguientes (Tolosa et al., 2021).

En el ambito de neuroimagen, la tomografia por emision de positrones (PET, por
sus siglas en inglés) y la tomografia computarizada por emision de foton unico (SPECT,
por sus siglas en inglés) se emplean para evaluar la dopamina en el cerebro. Estas técnicas
permiten observar la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra, lo que constituye un indicador claro del desarrollo de la enfermedad. Otros
marcadores relevantes incluyen la deteccion de alfa-sinucleina (ASYN) en liquidos
corporales, como el liquido cefalorraquideo y la sangre. La ASYN es una proteina que
tiende a acumularse en el cerebro de las personas con EP llamados cuerpos de Lewy. Su

deteccion en etapas tempranas puede indicar un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad.
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Por ultimo, los avances en genética han permitido identificar variantes génicas asociadas a
una mayor susceptibilidad a la EP. Mutaciones en genes LRRK2, SNCA y GBA han sido
relacionadas con un mayor riesgo de padecer la enfermedad. El andlisis genético puede
ayudar a identificar personas en riesgo y a ofrecer informacion clave antes de la aparicion
de sintomas clinicos (Fung & Peall, 2018; Tolosa et al., 2021). La Figura 7 muestra los

mecanismos moleculares que contribuyen a la EP.
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Figura 7. Mecanismos moleculares que contribuyen a la enfermedad de Parkinson.

La identificacion de mutaciones asociadas a la EP ha proporcionado una mayor comprension de los
mecanismos moleculares que contribuyen a la patologia. Ademas, la alteracion de la homeostasis
por deterioro de la funcién mitocondrial y lisosomal, la alteracion del metabolismo lipidico, el estrés
del RE vy la sefializacion defectuosa entre el RE y las mitocondrias dan lugar a una cascada de
acontecimientos asociados con la acumulacion de alfa-sinucleina y la formacion de cuerpos de
Lewy. Tomado de (Morris et al., 2024). La imagen conserva el texto original de la referencia.

1.3.2. Fisiopatologia

En el sistema nervioso central (SNC), las interacciones continuas entre las neuronas,
las células gliales y el microambiente son esenciales para mantener la homeostasis neuronal.
Los astrocitos, el tipo de células mas abundante en el SNC, desempefian un papel esencial
en la homeostasis y el soporte estructural. Sus funciones principales son proveer soporte

metabdlico a las neuronas, encapsular las sinapsis neuronales, y controlar la permeabilidad
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de la barrera hematoencefalica. Estas funciones son esenciales para mantener la actividad
neuronal, y su disfuncion puede contribuir a los procesos patologicos de la EP. La ASYN
desempefia un papel clave en las terminaciones presinapticas, facilitando la funcion
vesicular. Sin embargo, su oligomerizacion o fosforilacion puede llevar a la formacion de
agregados amiloides, conocidos como cuerpos de Lewy. Estos agregados interrumpen la
integridad de la membrana nuclear, afectando factores nucleares como las histonas, lo que
finalmente induce la muerte neuronal. La degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en
la sustancia negra, combinada con la acumulacién de ASYN, disminuye significativamente
la secrecion de dopamina, lo que se considera el principal factor responsable de los sintomas
caracteristicos de la EP (Morris et al., 2024).

Por otro lado, Los avances en patologia estructural y bioquimica en humanos, junto
con el uso de sistemas modelo, han contribuido significativamente al progreso en la
comprension de la patologia de la EP (Figura 8). Por ejemplo, los cuerpos de Lewy estan
formados por filamentos que atrapan mitocondrias y lisosomas. Ademdas, mutaciones
patogénicas de la ASYN aceleran la formacion de agregados, lo que sugiere que la
disfuncion de esta proteina es un paso temprano en la EP familiar, y probablemente de la

forma esporadica (Morris et al., 2024).

Ty 4 .
i

—\/\ / Y A
Cell dysfunction
and loss

Monomers Oligomers Fibrils o

Lewy body and

Lewy neurite formation

Figura 8. Papel central de alfa-sinucleina en la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson.

Tomado de (Morris et al., 2024). La imagen conserva el texto original de la referencia.
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1.3.3. Factores genéticos y ambientales

Estudios recientes han intentado explicar los factores de riesgo que predisponen al
desarrollo de EP. La comprension de la arquitectura genética de la enfermedad y los factores
de riesgo asociados han permitido identificar a mas de 90 factores genéticos relacionados,
los cuales explican el 16 — 36% de la heredabilidad de la EP, un rango que coincide con las
estimaciones de su prevalencia: 0.5 — 2%. Ademas, los genes relacionados con la EP estan
enriquecidos en vias de sefializacion quimica y rutas implicadas en la respuesta a factores
estresantes (Blauwendraat et al., 2020).

Por otro lado, los factores ambientales también desempefian un papel importante en
la aparicion de la EP. Exposiciones a ciertos elementos quimicos, como metales, monoxido
de carbono, solventes y productos quimicos agricolas, han sido asociados al deterioro de
las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, lo que contribuye al dafio nigroestriatal
caracteristico de la enfermedad. Ademas, factores como el tabaquismo y el consumo de
alcohol también se consideran relevantes para aumentar el riesgo de desarrollar la EP (Chin-
Chan et al., 2015).

El diagnostico oportuno de la EP es clave para mejorar los resultados clinicos, ya
que permite intervenir a la enfermedad antes de que los sintomas se tornen severos y ofrece
la posibilidad de utilizar tratamientos que ralenticen la progresion de la enfermedad, que
mejoren la calidad de vida de los pacientes y reduzcan la carga de los sintomas (Pagan,

2012).

1.3.4. Manifestaciones clinicas y sintomas motores

La bradicinesia, el temblor en reposo y la rigidez muscular son las primeras
manifestaciones clinicas mas comunes de la EP. Estos sintomas suelen iniciar de manera
unilateral y, en estadios més avanzados, afectan el lado contralateral, aunque permanecen
con una distribucion asimétrica en la mayoria de los casos. Muchos pacientes describen la
bradicinesia como una sensacion de lentitud generalizada en el movimiento o incluso como

una debilidad, lo que puede dificultar la realizacion de tareas cotidianas (Varadi, 2020).
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La cronologia propuesta para los sintomas de la EP sugiere que el inicio clinico de
los sintomas motores primarios puede producirse afios mas tarde de iniciada la enfermedad

(Figura 9).
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Figura 9. Cronologia de los signos clinicos expresados a lo largo de la enfermedad de Parkinson.

La linea de tiempo de la patologia de la enfermedad sugiere que es un trastorno multisistémico que
afecta a los sistemas nerviosos periférico y central, y que los sintomas motores se manifiestan mucho
después de iniciada la neurodegeneracion. En cuanto a la aparicion de los sintomas, la EP puede
dividirse en fases preclinica, prodromica y clinica. Una neurodegeneracion constante sin signos
clinicos caracteriza a la fase preclinica, mientras que una duraciéon mayor a 10 afios con pérdida
neuronal continua y expresion leve de algunos sintomas no motores es propia de la fase prodromica.
Tomado de (Varadi, 2020). La imagen conserva el texto original de la referencia.

1.3.5. Sintomas no motores y otros posibles sintomas

Los déficits cognitivos y la demencia son considerados sintomas no motores de la
EP, y suelen manifestarse en etapas tardias. La aparicion de la demencia en estas fases se
caracteriza por una disminucion en las habilidades de construccion y percepcion espacial,
asi como dificultades en el reconocimiento visual. También se observa una pérdida
progresiva de la memoria semantica y episddica (Meireles & Massano, 2012).

Otros sintomas no motores incluyen cambios en la expresion facial, una reduccion

en los niveles del habla y la escritura, que suele volverse mas pequefia y menos legible
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(micrografia). Estos sintomas no motores, aunque presentes en la mayoria de los pacientes,
suelen desarrollarse de forma gradual durante afios y frecuentemente no son reportados por
los afectados. Ademas, mas del 90% de los pacientes presentan sintomas como hiposmia o
anosmia (reduccion o pérdida del sentido del olfato), que suclen manifestarse 4 — 6 afios
antes de la aparicion de los sintomas motores caracteristicos (Lee & Koh, 2015). La Figura
10 muestra como la acumulacion de ASYN es relevante para el desarrollo de la enfermedad
y la predisposicion a caracteristicas particulares, especialmente no motoras. Ademas, la
propagacion de ASYN puede conducir al sistema inmune hacia un estado proinflamatorio,

perpetuando el proceso neurodegenerativo (Magistrelli et al., 2021).
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Figura 10. Impacto de las mutaciones de alfa-sinucleina en el desarrollo de sintomas no motores en
la enfermedad de Parkinson.

Las mutaciones y polimorfismos generan diferentes niveles de transcripcion del gen SNCA. La
ASYN se acumula en cuerpos de Lewy o circula por fluidos corporales. Su interaccion con células
inmunitarias impulsa una respuesta proinflamatoria que favorece la muerte celular. La produccion,
propagacién y deposicion de ASYN contribuyen a las manifestaciones motoras y no motoras.
Tomado de (Magistrelli et al., 2021). La imagen conserva el texto original de la referencia.
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1.3.6. Tratamientos farmacologicos y otras terapias actuales

Existen diversos tratamientos farmacologicos para la EP, entre los cuales destacan
los agonistas dopaminérgicos y los inhibidores de la monoamino oxidasa B. La L-DOPA
(L-3,4-dihidroxifenilalanina) es un precursor metabolico de la dopamina con capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica y es ampliamente utilizado como farmaco para el
tratamiento de la EP. Especificamente, los agonistas dopaminérgicos estimulan los
receptores postsindpticos dopaminérgicos, aumentando la actividad del sistema de
secrecion (Zahoor et al., 2018).

Para pacientes con fluctuaciones motoras refractarias o un control insuficiente del
temblor, una opcion terapéutica no farmacologica es la estimulacion cerebral profunda. Este
procedimiento consiste en colocar electrodos en areas especificas del cerebro (subcutaneas),
conectados a un generador de impulsos. Sin embargo, antes de considerar esta intervencion,
es fundamental evaluar las condiciones psicologicas, psiquiatricas y cognitivas del paciente
para determinar su idoneidad (Zahoor et al., 2018).

La rehabilitacion es otra intervencion que ayuda a mejorar la calidad de vida de los
pacientes con EP. Estudios recientes con modelos animales han demostrado que el ejercicio
ofrece beneficios significativos, ya que puede promover cambios en la neuroproteccion y
la neurorestauracion después de lesiones cerebrales inducidas, favoreciendo la neurogénesis
y otros procesos reparativos (Hirsch & Farley, 2009).

El desarrollo de terapias génicas y celulares representa una estrategia prometedora
en el manejo futuro de la EP. Una estrategia es el uso de células madre mesenquimales que
incluyen nanoparticulas bioldgicas disefiadas para proteger las areas afectadas del cerebro.
Ademas, se estan explorando terapias con exosomas y ARN mensajero como moduladores
activos, lo que podria abrir nuevas posibilidades terapéuticas para tratar y potencialmente

detener la progresion de la enfermedad (Palanisamy et al., 2023).

1.3.7. Avances y perspectivas futuras en la investigacion

Hoy en dia, se estan investigando biomarcadores genéticos y tecnologias avanzadas
de amplificacion de proteinas, como PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification) y
RT-QulC (Real-Time Quaking-Induced Conversion). La técnica PMCA (Protein
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Misfolding Cyclic Amplification) permite amplificar proteinas prionicas mal plegadas de
manera similar a como se amplifica ADN en una PCR, pero utilizando proteinas. Funciona
al mezclar la proteina priénica normal (PrP) con su forma patologica (PrP5). La PrPS¢
induce la conversion de las proteinas normales a la forma mal plegada. El proceso se repite
mediante ciclos de sonicacion e incubacion: la sonicacion fragmenta los agregados en
particulas mas pequefias para aumentar su superficie, lo que favorece mas conversiones
durante la incubacion. Este ciclo continuo permite amplificar incluso pequenas cantidades
de PrP%¢, siendo una herramienta muy sensible para detectar priones en tejidos y fluidos.

Por otro lado, la técnica RT-QulC (Real-Time Quaking-Induced Conversion)
también amplifica priones, pero con la ventaja de monitorear el proceso en tiempo real. Se
basa en agitar mezclas de PrP° y PrP5¢ para facilitar el contacto entre ellas y, asi, acelerar la
conversion. La deteccion de la formacion de agregados se realiza mediante colorantes
fluorescentes, como la Tioflavina T, que se une a las laminas beta de los agregados
pridnicos y emite fluorescencia al hacerlo. Esto permite observar el proceso en tiempo real
y obtener resultados mas rapidos. Debido a su alta sensibilidad, RT-QulC se emplea en el
diagnostico de enfermedades pridnicas a partir de fluidos corporales como el liquido
cefalorraquideo. Ambas técnicas son fundamentales para el estudio de la propagacion y
deteccion temprana de enfermedades asociadas a priones.(Atarashi, 2023; Castilla et al.,
2006)

Asi mismo, se estan desarrollando métodos mas precisos para detectar la EP antes
de que aparezcan los sintomas graves. De manera general, estos enfoques mejoran la
capacidad de diagnodstico temprano y facilitan la diferenciacion entre la EP y otras
enfermedades neurodegenerativas, contribuyendo a tratamientos mds especificos y

personalizados (Tolosa et al., 2021).

1.3.8. Impacto sociocultural y econémico de la enfermedad

La EP representa un desafio médico que tiene un impacto en los ambitos cultural y
econdémico, ya que es una enfermedad costosa: los gastos relacionados con medicamentos,
consultas médicas y hospitalizaciones son elevados. Ademas, existen costos indirectos

asociados, como la pérdida de productividad del paciente y la necesidad de personal de
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apoyo (cuidadores) para realizar tareas diarias, lo que incrementa la carga econdémica para
las familias y los sistemas de salud. Por otro lado, las condiciones de los sistemas de salud
también son importantes en el manejo de la EP. Por ejemplo, en regiones marginadas o con
sistemas de salud deficientes, la falta de acceso a medicamentos, recursos médicos y una
adecuada atencion agravan la enfermedad, afectando de manera general la calidad de vida
de los pacientes con EP, generando un impacto significativo para el manejo y tratamiento

de la enfermedad (Albarmawi et al., 2022).

1.4. Alfa-Sinucleina de Humano

La alfa-sinucleina (ASYN) de humano es una proteina compuesta por 140 residuos
y esta constituida por tres segmentos principales: una region anfipatica con repeticiones (N-
terminal), una region hidrofobica central, y una region acida (C-terminal). Su naturaleza
intrinsecamente desordenada est4 bien establecida en su forma monomérica soluble. Esto
significa que ASYN no adopta una estructura tridimensional fija o estable en su estado
nativo. En lugar de ello, se encuentra en un estado flexible y desorganizado, lo que la hace
mas propensa a experimentar cambios conformacionales. Este desorden intrinseco esta
estrechamente relacionado con su papel clave en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (A. Li et al., 2022).

La ASYN puede adoptar distintas conformaciones, p. €j. estructuras a-helicoidales
altamente ordenadas cuando se une a lipidos. Codificada por el gen humano SNCA (NCBI
Gene ID: 6622), la ASYN desempeiia un papel clave en la patogénesis de la EP y en otras
sinucleinopatias relacionadas. Este gen se identificd en 1997 como el primer factor genético
asociado a la EP. Su importancia radica en su contribucién a la formacion de agregados

proteicos toxicos, como los cuerpos de Lewy (Li et al., 2022).

1.4.1. Biologia molecular y celular
La ASYN es una proteina multifuncional cuya estructura esta relacionada con sus
funciones. La region N-terminal interactiia con las membranas lipidicas, mientras que la

region central facilita el plegamiento en estructuras de tipo hélices-a. Por otro lado, el
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dominio C-terminal (desordenado) participa en las interacciones proteina-proteina. La
capacidad de este polipéptido para plegarse y desplegarse le permite adaptarse a diferentes
entornos celulares. Su interaccion con lipidos y otras proteinas es esencial en diversos
procesos, como la regulacion de membranas y el transporte sinaptico. Ademas, participa
como un regulador esencial de la homeostasis y el trafico de vesiculas sinapticas, la
neurotransmision de dopamina y otros mecanismos implicados en la plasticidad sinaptica
de las neuronas (Surguchov & Surguchev, 2022).

La ASYN se expresa de manera abundante en todo el cerebro, especialmente en las
terminales nerviosas presinapticas. Una de sus funciones clave es unirse a las vesiculas
sinapticas, promoviendo su agrupamiento. También interactiia con la proteina VAMP2
(vesicle-associated membrane protein 2), actuando como chaperona para el ensamblaje del
complejo proteico SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein
receptor), que regula el acoplamiento, ensamblaje y distribucién de las vesiculas sinapticas

(Budday et al., 2015; Morato Torres et al., 2020).

1.4.2. Bioquimica

La ASYN es una proteina que desempefia un papel crucial en el SNC del humano.
Como se menciond antes, su region N-terminal es rica en segmentos anfipaticos que forman
hélices-a al interactuar con membranas, su region central es rica en residuos hidrofobicos
esenciales para la agregacion en ldminas-f, y su region C-terminal es rica en residuos con
cargas negativas que previenen la agregacion espontanea. Esta proteina tiene una alta
afinidad por las membranas fosfolipidicas, especialmente aquellas que contienen lipidos
anidnicos. Su interaccién con membranas depende del empaquetamiento lipidico, lo que
afecta su capacidad para adoptar estructuras ordenadas. Funcionalmente, la ASYN participa
en el mantenimiento y reciclaje de las vesiculas sinapticas, asi como en la regulacion de
neurotransmisores como la dopamina. Aunque en solucion la proteina es desordenada, su
interaccion con membranas facilita la transicion hacia conformaciones mas organizadas, un
aspecto clave tanto en sus funciones como en los procesos de agregacion asociados a

enfermedades neurodegenerativas (Vidovi¢ & Rikalovic, 2022).
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1.4.3. Genética

Un aumento en la expresion del gen SNCA se ha asociado con la acumulacion toxica
de ASYN en humanos. Tanto las mutaciones puntuales (polimorfismos genéticos) como la
duplicacion y la triplicacion génica estan asociadas con patrones de herencia autosémica
dominante de la EP (Stefanis, 2012).

El gen SNCA esta ubicado en el cromosoma 4 (locus 4q22.1). La primera mutacion
identificada fue AS3T (alanina por treonina en la posicion 53). Esta variante afecta la union
a membranas y aumenta la cinética de auto-agregacion proteica. Otra mutacion, A30P
(alanina por prolina en la posicidn 30), se caracteriza por alteraciones en la termodinamica
de plegamiento y una mayor propension a la agregacion. Estudios recientes determinaron
que las variantes A18T (alanina por treonina en la posicion 18) y A29S (alanina por serina
en la posicion 29) también exhiben alteraciones en el plegamiento y se agregan mas rapido
que la proteina silvestre. Por otro lado, se ha observado que polimorfismos en sus regiones
reguladoras incrementan el riesgo de padecer la EP, ya que alteran la expresion de ASYN.
Ademas de las mutaciones puntuales, la multiplicacion génica (duplicacion y triplicacion)
contribuye a la sobreexpresion de ASYN, incrementando la formacion de agregados. Esto
desencadena factores clave en la patogénesis de la EP, como la disfuncién mitocondrial, el

estrés oxidativo y la activacion de vias de muerte celular (Srinivasan et al., 2021).

1.4.4. Relacién estructura-funcion

Comprender la relacion estructura-funcion es fundamental para vislumbrar su papel
bioldgico en condiciones normales y patoldgicas. En su estado nativo, la ASYN es flexible,
desordenada y soluble. La region N-terminal es rica en residuos de glutamina y lisina, lo
que le permite interactuar con membranas lipidicas celulares, una caracteristica clave para
su funcion. La region central contiene una secuencia rica en prolina que facilita la formacion
de estructuras hélice-0, desempeiando un papel clave en la regulacion de las membranas.
Laregion C-terminal es la menos estructurada y estd involucrada en interacciones proteina-
proteina y proteina-membrana (Bisi et al., 2021).

En su estado normal, la ASYN participa en la regulacion de las vesiculas sinapticas,

la liberacion de neurotransmisores (como la dopamina), la modulacion del trafico celular,
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y la homeostasis lipidica. Ademas, interactla con otras proteinas para mantener la funcion
neuronal y la homeostasis celular, desempefiando un papel esencial en la integridad del
sistema nervioso. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, tiende a formar oligdmeros y
agregados proteicos denominados cuerpos de Lewy, que son marcadores caracteristicos de

enfermedades neurodegenerativas como la EP (Sharma & Burré, 2023).

1.4.5. Mecanismos de agregacion proteica
La agregacion de ASYN puede estar impulsada por diversos mecanismos clave que
amplifican la acumulacion de la proteina, creando un ambiente favorable para la formacion
de fibrillas y cuerpos de Lewy (Stefanis, 2012; Vidovi¢ & Rikalovic, 2022).
1. Interaccion con lipidos y membranas celulares. ASYN muestra afinidad por
membranas lipidicas ricas en cargas negativas, como las compuestas por
dimiristoilfosfatidilserina (DMPS). Estas interacciones aumentan la concentracion
local de ASYN, favoreciendo su agregacion. Ademas, factores como la composicion
lipidica y la curvatura de las bicapas lipidicas influyen significativamente en la
cinética de agregacion, potenciando el proceso en entornos lipidicos especificos.
2. Estrés oxidativo. El estrés oxidativo, particularmente causado por especies reactivas
de oxigeno (ROS), induce modificaciones estructurales en la ASYN, lo que facilita
su agregacion. La acumulacion de ASYN genera un ciclo vicioso: el dafio
mitocondrial aumenta la produccion de ROS, lo cual a su vez favorece la agregacion
de la proteina, perpetuando el proceso neurodegenerativo.
3. Modificaciones postraduccionales
- Fosforilacion: La fosforilacion en residuos como la serina-129 altera la
estructura y funcion de la proteina, promoviendo la formacion de cuerpos de
Lewy

- Ubiquitinacion: Alteraciones en este proceso también contribuyen a la
disfuncion estructural de ASYN, aumentando su acumulacion y agregacion.

4. Deficiencias en los mecanismos de degradacion proteica. Los defectos en la
autofagia mediada por chaperonas y en la degradacion mediada por proteasoma

dificultan la eliminacion de ASYN.
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1.4.6. Efectos en la funcién neuronal

La ASYN desempefia un papel crucial en el funcionamiento neuronal, regulando las
vesiculas sindpticas y facilitando la liberacion de neurotransmisores mediante la formacion
del complejo SNARE en la membrana presinaptica. Sin embargo, su acumulaciéon en
formas anomalas, como oligomeros o fibrillas, interfiere con estos procesos esenciales. Los
agregados de ASYN afectan de manera negativa la fusion de vesiculas y la liberacion de
neurotransmisores, lo que compromete la comunicaciéon neuronal. Ademas, alteran la
integridad de membranas celulares, generando ROS que dafian las mitocondrias y afectan
la produccion de energia celular, exacerbando el estrés oxidativo y contribuyendo al

deterioro neuronal (Gao et al., 2023; Sharma & Burré, 2023).

1.4.7. Asociacion con la enfermedad de Parkinson

El gen SNCA esta estrechamente relacionado con la EP, ya que codifica para la
ASYN. Esta proteina tiene funciones esenciales en la regulacion de la actividad sinaptica,
la plasticidad neuronal y el mantenimiento de las vesiculas sindpticas. Las variantes
proteicas (por mutaciones) y la multiplicacion del gen SNCA pueden generar un efecto de
dosis génica, aumentando la expresion de ASYN y favoreciendo la formacion de agregados

toxicos de la proteina (Oliveira et al., 2021; Stefanis, 2012).

1.4.8. Modelos experimentales de estudio

Diversos modelos experimentales han generado avances significativos sobre la EP
y el papel de la ASYN en el desarrollo de la neurodegeneracion. El uso de cultivos celulares
ha sido clave para analizar en profundidad el proceso de agregacion proteica, asi como su
propagacion similar a los priones (Gomez-Benito et al., 2020; Stefanis, 2012).

Los modelos celulares ofrecen importantes ventajas, como un alto grado de control
experimental y una menor complejidad ética en comparacion con los modelos animales.
Sin embargo, presentan limitaciones al no replicar completamente la complejidad del
cerebro humano, lo que puede afectar la extrapolacion de los resultados a sistemas mas

complejos. Diverso estudios han utilizado herramientas innovadoras como lineas celulares
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inmortalizadas, neuronas primarias, y células madre pluripotentes inducidas (iPSC) (Cetin
etal., 2022).

Por otro lado, los estudios sobre mecanismos pridénicos han proporcionado una
comprension mas profunda sobre la propagacion de ASYN entre neuronas. Estos modelos
experimentales exploran como proteinas mal plegadas interactiian con proteinas endégenas,
promoviendo la acumulacion de formas toxicas, lo que contribuye a la neurodegeneracion.
Este enfoque ha sido fundamental para comprender las bases moleculares de la patologia
de la EP y el desarrollo de posibles intervenciones terapéuticas (Frost & Diamond, 2010;
Jan et al., 2021),

1.4.9. Terapias dirigidas y otras intervenciones

La ASYN es una diana terapéutica clave para el desarrollo de estrategias
terapéuticas dirigidas a tratar las sinucleinopatias, incluidas la EP y otras afecciones
relacionadas. Los enfoques para abordar estas patologias se clasifican en tres grupos
principales:

1. Inhibicién de la formacion de agregados toxicos. Este enfoque se basa en el uso de
inhibidores de la agregacion para prevenir o reducir la formacion de oligdbmeros y
fibrillas toxicas. Estas moléculas estan disefiadas para interferir las interacciones
entre regiones criticas de la ASYN, dificultando su auto-agregacion.

2. Reduccion de la expresion de ASYN. Una estrategia prometedora es la terapia anti-
sentido, que emplea oligonucleodtidos complementarios dirigidos al ARN mensajero
para reducir los niveles de expresion. Este enfoque busca disminuir la cantidad de
ASYN disponible en las células, limitando su propension a formar agregados.

3. Eliminacion de agregados toxicos. Esta estrategia se centra en la eliminacién de los
agregados de ASYN a través de anticuerpos especificos disefiados para reconocer y
eliminar las formas toxicas de la proteina. Este enfoque también puede modular la
respuesta inmune para prevenir la formacion y acumulacion de agregados.

Estas estrategias buscan prevenir o mitigar los efectos toxicos asociados con la

agregacion de ASYN, mejorando asi las perspectivas de terapia. Aun mas, la combinacion
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de estrategias podria ofrecer tratamientos mas eficaces y personalizados para los pacientes

afectados (Baggett et al., 2024; Brundin et al., 2017; Menon et al., 2022).

1.4.10. Avances en investigacion y perspectivas futuras

Los avances actuales se centran en el disefio de moléculas capaces de prevenir la
acumulacion y formacion de fibrillas de ASYN, o bien eliminarlas de manera efectiva. Asi
mismo, las perspectivas futuras se enfocan en la utilizacion de técnicas avanzadas, como la
crio-microscopia electronica, para analizar en forma detallada los mecanismos moleculares
implicados en la agregacion de ASYN. Este conocimiento podria proporcionar las bases
necesarias para desarrollar tratamientos personalizados que aborden las causas subyacentes
de la EP, en lugar de centrarse unicamente en el alivio de los sintomas (Guerrero-Ferreira

et al., 2020; Menon et al., 2022; Sechi & Sechi, 2024).

1.5. Importancia de los estudios in vitro de la alfa-sinucleina de humano

Los estudios in vitro de ASYN son fundamentales para comprender los mecanismos
que regulan su plegamiento y las conformaciones que promueven su disfuncion, agregacion
y acumulacion en formas toxicas. Estos ensayos permiten caracterizar los procesos de
formacion de agregados y fibrillas amiloides, como los cuerpos de Lewy, asociados con
enfermedades neurodegenerativas (Domingues et al., 2022; Narkiewicz etal., 2014;
Oliveira et al., 2021).

Ademas, estos estudios son esenciales para analizar las variantes genéticas y
mutaciones que afectan la estabilidad y el comportamiento de la ASYN, proporcionando
informacidn clave sobre su implicacion en patologias especificas. También contribuyen al
desarrollo de métodos para detectar microagregados, los cuales podrian servir como
biomarcadores para el diagnostico temprano de enfermedades relacionadas con ASYN,
como la EP (Hatano et al., 2024; Oliveira et al., 2021).

Asimismo, los ensayos in vitro facilitan la creacion de modelos experimentales mas
precisos, capaces de simular condiciones fisiopatologicas asociadas a la agregacion y

toxicidad de la ASYN. Estos modelos pueden ser herramientas cruciales para avanzar en la
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investigacion y el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a reducir o mitigar los
efectos toxicos de esta proteina en diversas enfermedades neurodegenerativas (Gomez-

Benito et al., 2020; Henriquez & Narayan, 2023; Narkiewicz et al., 2014).
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2. OBJETIVOS Y META

2.1. Objetivo General

Integrar un procedimiento para la produccion recombinante de la alfa-sinucleina de
humano mediante protocolos estandar de expresion en un sistema bacteriano y técnicas de
purificacion proteica, para desarrollar un bioensayo fluorométrico de deteccion eficiente de
microagregados proteicos.

2.2.  Objetivos Especificos

1. Establecer un sistema bacteriano de expresion citosoélica de alfa-sinucleina de humano
mediante la transformacion estable de E. coli con el plasmido pE21ASYN, para evaluar
la produccion recombinante a pequeiia escala.

2. Desarrollar un procedimiento para la produccion de alfa-sinucleina humana
recombinante mediante ensayos de expresion y purificacion nativa, para implementar
un protocolo confiable y eficiente de produccion proteica a escala media.

3. Ejecutar un protocolo de purificacion de alfa-sinucleina humana recombinante mediante
el empleo de un sistema semiautomatizado de cromatografia de intercambio ionico, para
separar a la proteina en estado nativo-monomérico.

4. Determinar los parametros de un microensayo fluorométrico para la deteccion simple
de microagregados de alfa-sinucleina de humano mediante la evaluacion de diferentes
relaciones fluorocromo:proteina, para proponer un bioensayo reproducible.

5. Validar el bioensayo para la deteccion de microagregados de alfa-sinucleina humana
mediante la evaluacion cinética de la fluorescencia emitida en condiciones estandar de
reaccion, para comprobar la viabilidad del microensayo propuesto.

2.3. Meta

Presentar un bioensayo estandar simple para la deteccion indirecta fluorescente de
microagregados de alfa-sinucleina de humano como sistema sensible para identificar
formas pridnicas asociados a la manifestacion temprana de la enfermedad de Parkinson.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos quimicos, bioquimicos, y biologicos

Todos los reactivos quimicos y bioquimicos, grado BM, se obtuvieron de
proveedores locales o representantes nacionales de diferentes casas comerciales. Las
endonucleasas BamHI, Ndel y Xhol, en conjunto con los amortiguadores recomendados
por el proveedor (New England Biolabs), se utilizaron para los analisis de restriccion. Los
marcadores de peso molecular DNA Ladder 100-pb y A-HindIII (New England Biolabs) se
emplearon para la electroforesis de ADN. El estuche comercial QIAprep® Spin Miniprep
Kit (Qiagen) se utilizo para la purificacion de ADN plasmidico. Para los lisados bacterianos
totales, el reactivo comercial CelLytic® B (Sigma) se usé para las condiciones nativas,
mientras que la solucion 8UTB (urea a 8 M en amortiguador de Tris-HCl a 100 mM, pH 8)
se utilizd para las condiciones desnaturalizantes. El marcador de peso molecular Blue
Prestained Protein Marker Broad Range (New England Biolabs) se usd para la

electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes y reductoras.

3.2. Medios de cultivo y células bacterianas

Los medios de cultivo Luria-Bertani (LB) y 2X YT se prepararon de acuerdo con
protocolos estandar de laboratorio. Las cepas ER2738 y Lemo2 1(DE3) de Escherichia coli
(New England Biolabs) se obtuvieron de la reserva celular del Laboratorio de Investigacion
en Biotecnologia y Biociencias (LIBB) de la FCQI-UABC. La cepa ER2738 se utiliz para
propagar plasmidos, mientras que la cepa Lemo21(DE3) se emple6 para sobre-expresar la

proteina recombinante (Tabla 1).
3.3. Plasmido de expresion de la alfa-sinucleina de humano

El plasmido pET21a-alpha-synuclein, proporcionado por la Fundacion Michael J.

Fox (Addgene ID: 51486), permite la expresion citosolica de la alfa-sinucleina de humano
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Tabla 1. Cepas de E. coli utilizadas en el presente estudio.

Cepa Genotipo
ER2738 F'proA+B+ lacl A(lacZ)M15 zzf-:Tnl0(Tet")/ fhuAd2 ginV A(lac-proAB) thi-1
A(hsdS-mcrB)5

BL21(DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS

A DE3 =) sBamHIlo AEcoRI-B int:.(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5
Lemo21(DE3) | BL21(DE3)/pLemo(Cam®)

pLemo = pACYCI184-PrhaBAD-lysY

nativa recombinante (tHuUASYN). Para fines practicos, este plasmido se renombrd como
pE21ASYN (Figura 11).

Este plasmido de expresion contiene el gen SNCA (Gene ID: 6622), codificante para
la ASYN de humano, bajo el control del promotor T7/lacO (reconocido por la ARN
polimerasa del bacteriofago T7 y regulado por el represor Lacl). Ademas, incluye los genes
codificantes para la f-lactamasa (expresion constitutiva, confiere resistencia a ampicilina)
y para el represor Lacl (expresion constitutiva, regulador del operon Lac), y el origen de
replicacion ColE1 (bacteriano). El vector pE21ASYN se obtuvo de la reserva de materiales

biologicos del LIBB de la FCQI-UABC.

T7pro/lacO

_—
/\/—1‘ .,Aﬁkq‘”l T7 term
V 4 L

pE21ASYN
5795 bp

A\
o\ o

Figura 11. Representacion esquematica del plasmido pE21ASYN.

Este vector contiene el gen para la alfa-sinucleina de humano (cian: ASYN) flanqueado por las
regiones de regulacion del bacteriofago T7 (blanco: promotor [T7pro/lacO]— terminador [T7 term]).
Ademas, incluye el gen para la resistencia a ampicilina (verde: B-lactamasa) y el gen para el represor
LacI (naranja). También contiene el origen de replicacion bacteriana ColE1 (amarillo).
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3.4. Protocolos Generales

3.4.1. Cultivos bacterianos

Las bacterias se cultivaron en LB (liquido o s6lido) suplementado con antibioticos:
ampicilina a 150 pg/mL y cloranfenicol a 15 pg/mL. A menos que se describa diferente, los
cultivos de expresion se prepararon a dos escalas: mini (2—5 mL) o media (100 mL), con
diluciones 1:50 de cultivos jovenes (nocturnos). La propagacion celular se realizé mediante

incubacion a 30 °C durante la noche (12—14 h, 300 rpm).

3.4.2. Preparacion de bacterias competentes

Las bacterias competentes para choque térmico se prepararon mediante un protocolo
estandar de tratamiento con CaCl,. Brevemente, 1 mL de LB se inocul6 con 20 pL. de una
suspension bacteriana y se incub6 a 30 °C durante la noche con agitacion constante. Al dia
siguiente, 2 mL de LB se inocularon con 40 pL del cultivo joven y se incubaron a 37 °C
durante 2-3 h con agitacion constante (hasta lograr una DOgsoo = 0.4—0.6). Inmediatamente,
las células bacterianas de 1 mL de cultivo se cosecharon por centrifugacion a 10,000 rpm
(2 min). La pastilla celular se lavd dos veces (en condiciones estériles): primero con 0.5 mL
de agua destilada y luego con 0.5 mL de CaCl a 100 mM. Las células bacterianas lavadas
se resuspendieron en 100 puL de CaClz a 100 mM. Después de 5 min en hielo, se emplearon

en el protocolo de transformacion bacteriana.

3.4.3. Transformacion bacteriana mediante choque térmico

Una suspension celular de bacterias competentes se mezcld con 2 pL del plasmido
de interés y se incubd en hielo durante 30 min. La mezcla bacteria-plasmido se sometio a
choque térmico como sigue: 1.5 min a 42 °C seguidos de 5 min en hielo. Inmediatamente,
las células se recuperaron en 1 mL de 2X YT y se incubaron a 37 °C durante 60 min con
agitacion constante. Posteriormente, se tomd una muestra (50 pL) de la suspension celular
y se sembrd en LB so6lido suplementado con antibioticos selectivos. La proliferacion de
bacterias transformantes (unidades formadoras de colonias, UFC) se llevd a cabo mediante

incubacién a 37 °C durante la noche (12—14 h).
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3.4.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Las muestras analiticas fueron preparadas mezclando 10 volumenes de solucion de
ADN con 1 volumen de solucion 10X para cargado (azul de bromofenol al 0.25%, azul de
xilencianol al 0.25%, glicerol al 30%). Enseguida, una alicuota de 10 pL. de cada muestra
se cargo en un gel de agarosa al 1%, suplementado con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio. La
separacion electroforética se realizo a 100 V durante 30—45 min. Una vez concluida, el gel

se revelo usando el filtro UV para BrEt en un fotodocumentador.

3.4.5. Electroforesis de proteinas en gel SDS-poliacrilamida al 15%

Las muestras analiticas se prepararon mezclando 1 volumen de solucion de proteinas
con 1 volumen de solucion 2X para SDS-PAGE (glicerol al 10%, SDS al 2.5%, 2-mercap-
toetanol al 5%, azul de bromofenol al 0.002%, Tris-HCI a 50 mM, pH 6.8). Enseguida, las
proteinas se desnaturalizaron a 95-100 °C durante 10 min. Una alicuota (10 pL) de cada
muestra se cargd en un gel de SDS-poliacrilamida al 15% (Laemmli, 1970). La separacion
de proteinas (con base a su talla molecular) se realizé a 8—10 mA durante su paso por el gel
concentrador (15-30 min) y a 12-14 mA durante su paso por el gel separador (60—90 min).
Una vez concluida la separacion electroforética, el gel se tifio durante la noche (12—14 h)
con una solucién CBB-alcohol-acido (isopropanol al 25%, acido acético al 10%, azul
brillante de Coomassie® R250 al 0.2%) y se destifi6 durante 12—18 h con una solucion

alcohol-4cido (isopropanol al 10%, acido acético al 10%).

3.4.6. Cuantificacion de proteinas

La concentracion total de proteinas se determiné siguiendo un protocolo tipico de
laboratorio, basada en el ensayo de Bradford (Kielkopf et al., 2020), usando a la albumina
sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) como estdndar para una curva de calibracion.
En pocillos de una microplaca, se prepararon mezclas (50 pL) conteniendo las diluciones
de BSA (0, 10, 20, 30, 40, y 50 pg/mL) y de la muestra de interés (habitualmente 1:50,
1:25,1:20, 1:10, 1:5). En seguida, se afiadio el reactivo de Bradford (100 uL) a cada pocillo
y se mezclo suavemente por pipeteo. Después de S min a temperatura ambiente (desarrollo

del color), la absorbancia a 450 nm (Ass0) y 595 nm (Asos) se registroé usando un lector de
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microplacas. Los valores obtenidos de absorbancia se emplearon para calcular la relacion
Ae9s/Asso. Las relaciones correspondientes a la BSA se emplearon para realizar una curva
estandar, graficando concentracion de BSA [pg/mL] contra relacion Aeos/A4so. A partir de
los datos de la linea recta (Y =m + aX; donde Y es la relacion Agos/A4so mientras que X es
la concentracion en pg/mL), se determind la concentracion de la proteina de interés usando

el programa GraphPad® Prism.

3.5. Propagacion y caracterizacion del plasmido pE21ASYN

Una muestra (2 uL) de una mini-preparacion del plasmido pE21ASYN se empled
para transformar a células de E. coli ER2738 mediante choque térmico. Una vez obtenido
el desarrollo colonial (UFC portadoras del plasmido; es decir, resistentes a ampicilina), se
seleccion6 de manera aleatoria una colonia y se inocul6 en 3 mL de LB suplementado con
ampicilina (LB/Amp). El cultivo se incubo a 30 °C y 300 rpm durante una noche. E1 ADN
plasmidico se purificd usando un estuche comercial, siguiendo el protocolo recomendado
por del proveedor. La caracterizacion molecular del plasmido pE21ASYN se realizo
mediante un analisis de los polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion

usando las endonucleasas comerciales BamHI, Ndel y Xhol.

3.6. Transformacion de E. coli Lemo21(DE3) con pE21ASYN

El plasmido pE21ASYN (puro) se empleo para transformar a E. coli Lemo21(DE3)
mediante choque térmico. Una vez obtenido el desarrollo colonial (UFC portadoras del
plasmido; es decir, resistentes a ampicilina y cloranfenicol), se seleccioné6 de manera
aleatoria una colonia y se inoculé en 3 mL de LB suplementado con los antibidticos
(LB/Amp-Cm). Este cultivo se mantuvo en refrigeracion y se utilizéo como semilla para las
etapas posteriores del proyecto.

Lacepa Lemo21(DE3) es derivada de BL21(DE3) y promete diferentes propiedades
que favorecen la expresion de la proteina rHuASYN. Esta cepa porta al plasmido pLemo,

el cual es compatible con plasmidos pET. Lemo21(DE3) ofrece las bondades bioquimicas
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de BL21(DE3) a la vez que permite la expresion modulable de proteinas recombinantes
dificultosas (p. e€j., toxicas, de membrana, o propensas a la insolubilidad). Cabe destacar
que la modulaciéon génica se consigue variando el nivel de expresion de la lisozima del
bacteriofago T7, el inhibidor natural de la ARN polimerasa del bacteriofago T7, lo cual se

logra afiadiendo L-ramnosa (0-2 mM) al cultivo de expresion recombinante.

3.7. Produccion de rHuASYN a mini-escala

Primeramente, se realizaron cultivos de expresion a mini-escala para verificar tanto
la expresion y la solubilidad como la recuperacion de la proteina rHuASYN. El protocolo
estandar se realizdé como se describe a continuacién. 5 mL de LB/Amp-Cm se inocularon
con 100 pL de un cultivo joven de transformantes de E. coli Lemo21(DE3) portadora de
pE21ASYN. Enseguida, se incubaron a 37 °C y 300 rpm durante 2 h (proliferacion celular
pre-induccion). Posteriormente, el cultivo se suplement6 con 2.5 pL de IPTG a 1 M. La
incubacion continud durante 16 h a 30 °C (proliferacion celular post-induccion y expresion
proteica). En condiciones similares, se prepard un cultivo carente de IPTG que se utilizd
como un control sin inducir. Una vez concluido, los cultivos se fraccionaron en volimenes
de 1.5 mL. Las pastillas celulares se cosecharon mediante centrifugacion a 12,000 rpm (2

min) y se conservaron en congelacion.

3.7.1. Evaluacion de la expresion proteica

Un lote de pastillas celulares, inducido y sin inducir, se descongel6 a temperatura
ambiente y se resuspendi6 en 200 puL de solucion SUTB. De manera inmediata, se realizd
una disrupcion celular durante 5 min (3,000 rpm). Muestras analiticas (25 pl.) de los lisados
bacterianos totales (LBT) se utilizaron para evaluar la expresion de la proteina rHuASYN

mediante electroforesis en gel SDS-poliacrilamida.
3.7.2. Evaluacion de la solubilidad proteica

Dos lotes de pastillas celulares, inducido y sin inducir, se descongelaron y

resuspendieron tal como se indica a continuacion. Un lote (CN) en 200 pL del reactivo
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CelLytic® B (nativa), y el otro lote (CD) en 200 uL de la soluciéon SUTB (desnaturalizante).
Después de la disrupcion celular, el lisado se agitd durante 10 min (rocking). La fraccion
soluble se aisld mediante centrifugacion a 13,000 rpm (15 min). Muestras analiticas (25 pL)
de los lisados bacterianos solubles totales (LBST) se usaron para determinar la solubilidad

de la proteina rHuASYN mediante electroforesis en gel SDS-poliacrilamida.

3.7.3. Recuperacion del monémero proteico

Tres lotes de pastillas celulares, inducido y sin inducir, se descongelaron como se
indico arriba. El primer lote se resuspendio en 200 pL de solucion TE (Tris-HCl a 10 mM,
EDTA a 1 mM; pH 8.0), el segundo lote se resuspendio en 200 pL de solucion TELS (TE
con NaCl a 50 mM), y el tercer lote se resuspendié en 200 pL de solucion TEHS (TE con
NaCl a 500 mM). Después, todas las suspensiones se suplementaron con 100 uL. de perlas
de vidrio (0.1 mm) y se realizo la disrupcion celular. Enseguida, se calentaron a 95-100 °C
durante 15 min. Las fracciones solubles (es decir, sobrenadantes) se separaron mediante
centrifugacion a 13,000 rpm (30 min). Muestras analiticas de 25 pL se utilizaron para
valorar el nivel de recuperaciéon de la proteina rHuASYN monomérica mediante

electroforesis en gel SDS-poliacrilamida al 15%.

3.8. Produccion a escala media y purificacion de rHuASYN

Primeramente, se realizaron cultivos de expresion a escala media para recuperar la
proteina rHUASYN monomérica soluble en alta concentracion. El protocolo estandar se
realizd como se describe a continuacion. Lotes de 100 mL de LB/Amp-Cm se inocularon
con 2 mL de un cultivo joven de transformantes de E. coli Lemo21(DE3) portadoras de
PE21ASYN. Enseguida, se incubaron a 37 °C y 300 rpm durante 2 h (proliferacion celular
pre-induccion). Posteriormente, el cultivo se suplement6 con 50 ul. de IPTG a 1 M. La
incubacion continud durante 16 h a 30 °C (proliferacion celular post-induccion y expresion
proteica). Una vez concluido, las pastillas celulares se cosecharon mediante centrifugacion

2 9,500 rpm (15 min, 10 °C) y se conservaron en congelacion.
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La pastilla celular se descongel6 a temperatura ambiente y se resuspendié en 5 mL
de solucion TEHS. Inmediatamente, la suspension se sometio a un protocolo de disrupcion
celular por ultrasonido [10 pulsos: 30 s x 30 s ON/OFF, 80% de potencia; 5 min, en hielo].
Enseguida, se calenté a 95-100 °C durante 15 min. La fraccion soluble (sobrenadante) se
separ6 mediante centrifugacion a 13,000 rpm (30 min). Muestras analiticas de 25 pL se
utilizaron para verificar la recuperacion de la proteina rHuUASYN monomérica mediante

electroforesis en gel SDS-poliacrilamida al 15%.

3.8.1. Concentracion mediante ultrafiltraciéon

La columna Microsep Advance 3K (Pall) se preparoé siguiendo las recomendaciones
del proveedor. Las fracciones solubles (ricas en rHUASYN) se cargaron a la columna en
volimenes de 2 mL. El proceso de concentracion se realizdo mediante centrifugaciones
continuas (5000 rpm durante 10 min). Para reducir la concentracion de NaCl, el volumen
minimo del concentrado (1 mL) se mezcl6 con un volumen de una solucion amortiguadora
de Tris-HCI (25 mM, pH 8.0) y se centrifugd hasta recuperar nuevamente el minimo. Este
proceso se repitid cuatro veces mas con la finalidad de diluir la concentracion de NaCl por

lo menos 30 veces (es decir, menor a 20 mM).

3.8.2. Purificacion mediante cromatografia de intercambio i6nico

Un sistema de cromatografia a baja presion BioLogic LP acoplado a un colector
de fracciones BioFrac™ (Biorad) se uso para purificar al mondmero soluble de la proteina
rHuASYN, siguiendo un protocolo estandar de laboratorio. Para la corrida, se utilizaron dos
soluciones amortiguadoras tipicas: Buffer A (Tris-HCl a 25 mM, pH 8.0) y Buffer B (NaCl
a 0.5 M en Tris-HCI a 25 mM, pH 8.0), y una columna de intercambio iénico (Bio-Scale™
Mini Macro-Prep® High Q Anion Exchage).

Primero, el sistema se purgoé con Buffer A durante 5 min a una velocidad de flujo de
6 mL/min para verificar garantizar la estabilidad de las conexiones. Enseguida, se inyecto
1 mL de la solucion de proteina concentrada en el espiral de muestra. Posteriormente, inicio
la corrida de purificacion usando las siguientes condiciones (velocidad de flujo 1.5 mL/min,

constante): 3 min de Buffer A, 10 min de gradiente 0—-50% de Buffer B, 6 min de Buffer B,
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6 min de Buffer A. Fracciones de 1.5 mL se colectaron durante todo el proceso. Ademas, la
conductividad y la absorbancia a 280 nm (A2g0) se registraron en todo momento. Muestras
analiticas (10 pL) de las fracciones con mayor registro de Azgo se utilizaron para verificar
la recuperacion de la proteina rHuASYN monomérica mediante electroforesis en gel SDS-

poliacrilamida al 15%.

3.8.3. Desalado mediante cromatografia exclusion molecular

Primeramente, la columna PD-10 (Pharmacia), que contiene a la resina Sephadex®
G-25 (util para un rapido desalado e intercambio de soluciones amortiguadoras), se prepard
siguiendo un procedimiento estandar (recomendado por el proveedor). Las fracciones de la
purificacion por intercambio i6nico (ricas en rHuUASYN) se juntaron y se aforaron a un
volumen mayor (multiplo de 2.5 mL) con soluciéon TE. Enseguida, una muestra de 2.5 mL
de la solucion rica en proteina se cargd en la columna y el efluente se descartd. La proteina

rHuASYN monomérica se recuperd mediante elucion con 3.5 mL de solucion TE.

3.9. Determinacion de microagregados de rHuASYN

Los ensayos para detectar los microagregados proteicos se realizaron utilizando al
agente quimico Tioflavina T (ThT, por sus siglas en inglés), ampliamente reconocido por
su capacidad para unirse a fibrillas amiloides y producir una sefial fluorescente distintiva.
De manera particular, ThT emite fluorescencia a 485 nm cuando es excitada a 450 nm. Este
fenémeno ocurre en estructuras proteicas con un minimo de cuatro laminas-f consecutivas,
lo que permite su empleo como marcador altamente sensible para detectar estructuras

amiloides en etapas tempranas; es decir, microagregados (Xue et al., 2017).

3.9.1. Evaluacion simple de las condiciones de reaccion

El efecto de la agitacion se determiné usando una incubadora estatica y otra con
agitacion constante (300 rpm), ambas con ambiente controlado 37 °C. Se prepararon siete
mezclas de reaccion conteniendo 0—300 ng de rHuASYN monomérica (con incrementos de

50 ng) en 50 pL de solucion salina amortiguadora de fosfatos (DPBS). Una mezcla de
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reaccion con 10 pg de BSA se utilizd como control negativo. Enseguida, las mezclas fueron
suplementadas con 50 puL. de ThT a 50 uM. Inmediatamente, las reacciones se incubaron
durante 24 h en las condiciones mencionadas. La formacién de microagregados se detectd

mediante un analisis espectrofluorométrico.

3.9.2. Analisis cinético de formacion de microagregados proteicos

En condiciones de incubacion a 37 °C estatica (es decir, sin agitacion), se analizo la
cinética de formacion de los microagregados proteicos durante 96 h, usando variantes del
microensayo antes mencionado con ajustes minimos en la relacion fluorocromo:proteina.
Primeramente, se prepararon dos lotes de mezclas de reaccion conteniendo 25 o 50 ng de
rHuASYN monomérica por cada 50 uL (en DPBS). Paralelamente, se prepararon mezclas
carentes de proteina, las cuales se usaron como controles. Enseguida, todas las mezclas se
suplementaron con un volumen de ThT a 50 uM. De manera inmediata, las reacciones se
incubaron en las condiciones mencionadas. La formacion de microagregados se determind

cada 24 h mediante un andlisis espectrofluorométrico.

3.9.3. Deteccion espectrofluorométrica de microagregados

Las mediciones de sefial fluorescente se llevaron a cabo en un equipo Cary Eclipse
Fluorescence Spectrophotometer (Varian), utilizando una longitud de onda de 450 nm para
la excitacion y un barrido de 460—600 nm para la emision, utilizando el registro a 485 nm

como la maxima sefial para el analisis de los resultados.

3.10. Tratamiento de datos y analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces. Los datos que mostraron
evidencias de un sesgo (p. ej. error experimental, técnico, 0 humano) se eliminaron sin
consideracion. Todos los resultados se expresaron como media + desviacion estandar y su
significancia estadistica se analiz6 mediante ANOVA vy, de ser necesario, con una prueba

de Tukey. Los valores p < 0.05 se consideraron significativos. Todos los analisis de datos
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se realizaron utilizando el paquete biocomputacional GraphPad® Prism 4.03 para Windows

(GraphPad Software; www.graphpad.com).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion molecular del pE21ASYN

El plasmido pE21ASYN (nombre original: pET21a-alpha-synuclein) fue disefiado
para permitir la expresion citosolica de la alfa-sinucleina de humano nativa recombinante
(tHuASYN). Este plasmido contiene el gen SNCA bajo el control del promotor T7/lacO, el
cual es reconocido por la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 y regulado por el represor
Lacl. Para confirmar su autenticidad, se realizd una caracterizacion molecular mediante
analisis de restriccion usando endonucleasas especificas que generan fragmentos de tamafio
conocido después de digerir al plasmido. Por ejemplo, al utilizar una endonucleasa que corta
a pE21ASYN en un unico sitio, se espera un fragmento lineal de 5,795 pb. La Tabla 2

presenta las endonucleasas empleadas y los fragmentos esperados.

Tabla 2. Caracterizacion molecular del plasmido pE21ASYN. Fragmentos de
restriccion esperados usando diferentes endonucleasas.

Endonucleasas Fragmentos
de restriccion esperados (pb)

BamHI 5,795
Ndel 5,795
Xhol 5,795

BamHI + Ndel 355; 5,440

BamHI + Xhol 79; 5,716

Ndel + Xhol 434; 5,361

El plasmido pE21ASYN fue trasformado en E. coli ER2738 y propagado bajo
condiciones estandar. Posteriormente, se realizd una mini-preparacion para aislamiento de
ADN plasmidico a partir de una pastilla celular obtenida de 3 mL de cultivo. De acuerdo
con los datos reportados por el proveedor de estuche comercial, el rendimiento habitual del
procedimiento varia entre 5y 10 pg (50-100 ng/pL; elucion de 0.1 mL), cantidad suficiente
para varias aplicaciones de biologia molecular, incluyendo caracterizacion, amplificacion,
secuenciacion, transformacion y clonacion. Estos valores fueron considerados adecuados

para los fines del proyecto, permitiendo avanzar con la caracterizacion molecular.
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El primer analisis de restriccion se realizo usando a la endonucleasa BamHI. Como
el plasmido pE21ASYN contiene un finico sitio para esta enzima, se esperaba un fragmento
lineal de 5,795 pb (correspondiente a la longitud total del pldsmido). Este enfoque es
comunmente utilizado para confirmar la autenticidad e integridad estructural de plasmidos
recombinantes (Sambrook & Russell, 2001). Para el ensayo, se mezclaron 3 pL de solucioén
de ADN plasmidico (150-300 ng) con la cantidad de enzima y las condiciones Optimas
recomendadas por el proveedor. La reaccion se realizé siguiendo un protocolo estdndar de
laboratorio. El producto de la digestion se analizo mediante electroforesis en gel de agarosa
suplementado con bromuro de etidio (BrEt), un agente fluorescente intercalante que permite
visualizar los fragmentos de ADN bajo luz UV.

Como se observa en la Figura 12, la digestion del plasmido pE21ASYN con la
enzima BamHI gener¢ el fragmento de restriccion del tamafio esperado, indicativo de un

resultado exitoso.
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Figura 12. Analisis de restriccion del plasmido pE21ASYN usando la endonucleasa BamHI.

Fotodocumento. Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 1.2%, tefiido con BrEt. En la parte
superior se indica la muestra cargada en cada carril: PM, marcador de peso molecular (A-HindIII);
ND, plasmido no digerido (control); B1, plasmido digerido con BamHI. En la parte izquierda se
muestran los pesos moleculares correspondientes al marcador (en Kb), mientras que en la parte
derecha se sefiala con una flecha (verde) el fragmento correspondiente al plasmido digerido.

Un segundo analisis de restriccion, mas exhaustivo, se llevo a cabo utilizando las
endonucleasas BamHI, Ndel y Xhol, tanto en digestiones simples y combinadas (dobles).

Dado que el pldsmido pE21ASYN contiene un sitio unico de corte para cada una de estas
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enzimas, se esperaba que las digestiones simples produjeran un fragmento de 5,795 pb. Por
otro lado, las digestiones combinadas estaban disefiadas para generar dos fragmentos de
tamafios especificos, segun las predicciones presentadas en la Tabla 2. Para los ensayos de
digestion, se prepararon mezclas conteniendo 3 pL. de solucion de ADN plasmidico (150—
300 ng), la cantidad correspondiente de cada enzima y la solucién amortiguadora 6ptima
recomendada por el proveedor. Las reacciones se realizaron siguiendo protocolos estandar
de laboratorio, que aseguran la eficiencia y reproducibilidad de los resultados (Sambrook
& Russell, 2001). En seguida, los productos de digestion resultantes se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa suplementado con BrEt.

Los resultados obtenidos se ajustaron a las predicciones tedricas, demostrando que
las digestiones simples produjeron un Unico fragmento de 5,795 pb, mientras que las
combinadas generaron los fragmentos esperados en funcion de los sitios de corte
especificos para cada enzima. Este analisis confirmo la integridad estructural del plasmido
PE21ASYN y respaldé su utilidad como vector funcional para la expresion recombinante,

permitiendo avanzar hacia las etapas experimentales posteriores.

4.2. Expresion a mini-escala y caracterizacion de la rHuASYN

El plasmido pE21ASYN fue transformado posteriormente en células competentes
de E. coli Lemo21(DE3). Cabe destacar que esta cepa, derivada de BL21(DE3), exhibe las
caracteristicas moleculares y bioquimicas requeridas para producir de manera eficiente a la
proteina rHuASYN, incluyendo una expresion génica regulada por la ARN polimerasa del
bacteriofago T7 (la cual es inducida por IPTG).

En términos generales, Lemo21(DE3) combina las ventajas de la cepa parental con
la capacidad de facilitar la expresion modulable de proteinas recombinantes dificultosas, p.
ej. proteinas toxicas o propensas a la insolubilidad por agregacion. Su singularidad radica
en la presencia del plasmido pLemo (compatible con vectores del sistema pET), el cual
permite la modulacion del nivel de expresion de la lisozima del bacteriofago T7 (inhibidor
natural de la ARN polimerasa del mismo bacteridfago). A partir de estas caracteristicas, la

expresion de la proteina rHuUASYN se ajustd a condiciones estandar de cultivo bacteriano,
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orientadas a maximizar el rendimiento mientras se minimizaban los problemas asociados
con la produccion de una proteina intrinsecamente desordenada.

Los ensayos preliminares de produccion recombinante se realizaron a mini-escala,
con el proposito de verificar la expresion y solubilidad proteica, asi como la recuperacion
de la proteina rHuUASYN. Para esto, se obtuvieron extractos proteicos totales a partir de
pastillas celulares de 1.5 mL, derivadas de cultivos bacterianos producidos siguiendo un
protocolo estandar: proliferacion inicial de 2 horas (37 °C y 300 rpm), inducciéon con IPTG
(concentracion final de 0.5 mM), y proliferacion final extendida durante 16 horas (30 °Cy
300 rpm). Estas condiciones demostraron ser 0ptimas para la produccion proteica y viables
para el proceso de escalamiento.

Como parte del analisis inicial de produccion de la proteina rHuUASYN, se estimé
su expresion en condiciones no inducidas e inducidas (0.5 mM de IPTG), asi como su
solubilidad en dos ambientes: uno desnaturalizante (urea a 8 M) y otro nativo (CelLytic®
B). Los lisados totales para el ensayo de expresion se obtuvieron directamente (después de
la lisis celular), mientras que las fracciones solubles en los diferentes ambientes se aislaron
mediante centrifugacion. Los extractos proteicos resultantes fueron analizaron mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 15%.

Como se muestra en la Figura 13, la concentracion de IPTG empleada fue suficiente
para inducir una expresion eficiente de la rHuUASYN (14.5 KDa), lo cual coincide con
valores Optimos reportados para sistemas de expresion recombinante utilizando promotores
T7 (Choi & Geletu, 2018). Este hallazgo valida las condiciones experimentales empleadas,
mostrando una produccion recombinante robusta. Por otro lado, los resultados revelaron
que el ambiente desnaturalizante proporcionado por urea a 8 M facilitdé una mayor
recuperacion de rHuUASYN en comparacion con el ambiente nativo ofrecido por CelLytic®
B. Este resultado es consistente con diversos estudios previos que destacan la efectividad
de los agentes desnaturalizantes como la urea para solubilizar proteinas propensas a la
formacion de agregados (Bennion & Daggett, 2003). De manera especifica, la urea
interfiere con las interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno que estabilizan los
agregados proteicos, promoviendo la solubilidad de las proteinas en condiciones

desnaturalizantes (Candotti et al., 2013; Zou et al., 1998).
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Figura 13. Analisis de expresion y solubilidad de la proteina rHuASYN.

Fotodocumento. Electroforesis de proteinas en gel de SDS-poliacrilamida al 15%, tefiido con azul
brillante de Coomassie® (ABC). En la parte superior se indica la muestra cargada en cada carril:
PM, marcador de peso molecular (Blue Prestained Protein Standard Broad Range); LTSI, lisado
total de un cultivo no inducido (control); LTCI, lisado total de un cultivo inducido (IPTG a 0.5
mM); FSD, fraccion soluble de un lisado obtenido en un ambiente desnaturalizante (urea a 8 M),
FSN, fraccion soluble de un lisado obtenido en un ambiente nativo (CelLytic® B). En la parte
izquierda se muestran los pesos moleculares correspondientes al marcador (en KDa), mientras que
en la parte derecha se sefiala con una flecha (verde) la banda a la proteina rHuASYN.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el ambiente proporcionado por CelLytic®
B confirmaron que la solubilidad de rHuASYN est4 altamente condicionada por el entorno.
La baja recuperacion proteica observada puede atribuirse a su tendencia intrinseca a formar
agregados, caracteristica de alfa-sinucleina, asi como a la incapacidad de las condiciones
nativas tipicas para mantenerla en solucion. Sin embargo, este hallazgo destaco la necesidad
de explorar estrategias alternas para la obtencion eficiente de la proteina recombinante.

Estudios previos han reportado protocolos que emplean ambientes con alta salinidad
y temperaturas elevadas para recuperar a la rtHuASYN. Incorporrar NaCl hasta 750 mM ha
demostrado prevenir la agregacion y estabilizar conformaciones solubles, mientras que la
aplicacion de tratamientos térmicos controlados puede ayudar a desestabilizar los agregados
preformados y favorecer la solubilizacion (Al-Azzani et al., 2022).

En consideracion a estos antecedentes, se implemento una estrategia alternativa para
optimizar la recuperacion de rtHuASYN en la siguiente etapa del proceso de produccion.
Esta estrategia incluyo la evaluacion de dos entornos con distintos niveles de salinidad: uno

bajo (50 mM de NaCl) y otro alto (500 mM de NaCl). Ademas, se utilizé un entorno carente
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de sal como control. Las fracciones solubles se aislaron mediante centrifugacion, después
de la disrupcion celular asistida por perlas de vidrio (0.1 mm) y un tratamiento térmico a
95-100 °C, disefiado para desestabilizar agregados proteicos y mejorar la solubilidad de la
proteina recombinante. Posteriormente, los extractos proteicos se analizaron mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 15%.

Como se muestra en la Figura 14, la condicion de alta salinidad (NaCl a 500 mM)
fue mas efectiva, logrando una recuperaciéon mayor de rHuASYN en comparacion con las
otras condiciones: baja salinidad (NaCl a 50 mM) o ausencia de sal. Este resultado es
consistente con estudios previos, los cuales demostraron que altas concentraciones de NaCl
pueden estabilizar a la proteina y reducir su tendencia a la agregacion (Al-Azzani et al.,
2022). Ademas, un alto nivel de salinidad puede ayudar a prevenir interacciones no

especificas (Janarthanam et al., 2024), favoreciendo la recuperacion de la rHuASYN.
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Figura 14. Analisis de recuperacion de la proteina rHuASYN.

Fotodocumento. Electroforesis de proteinas en gel de SDS-poliacrilamida al 15%, tefiido con ABC.
En la parte superior se indica la muestra cargada en cada carril: PM, marcador de peso molecular
(Blue Prestained Protein Standard Broad Range Pre-Stained Protein Marker); CI, lisado total de
un cultivo inducido (IPTG a 0.5 mM); SI, lisado total de un cultivo no inducido. En la parte opuesta
(abajo) se indican los carriles correspondientes a muestras tratadas con diferente concentracion de
NaCl (mM). En el lado izquierdo se muestran los pesos moleculares del marcador (en KDa),
mientras que en el lado derecho se sefiala con una flecha (verde) la banda a la proteina rHuASYN.

De manera global, el entorno de alta salinidad (500 mM de NaCl) se destacd como
la opcion mas adecuada para la recuperacion eficiente de rHuASYN, proporcionando una

base solida para avanzar a las siguientes etapas del estudio.
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4.3. Produccion y purificacion de la rHuASYN

En esta fase del proyecto, se realizaron cultivos de expresion a escala media (100
mL) para recuperar la proteina rTHuUASYN en su forma nativa, monomérica y soluble en alta
concentracion. Los cultivos celulares se llevaron a cabo utilizando a E. coli Lemo21(DE3)
transformada con pE21ASYN, siguiendo un protocolo estandar de laboratorio que incluy6
una proliferacion inicial de 2 horas (37 °C y 300 rpm), seguida de la induccion con IPTG
(concentracion final de 0.5 mM), y proliferacion celular final extendida de 16 horas (30 °C
y 300 rpm).

Los extractos proteicos totales se obtuvieron a partir de pastillas celulares derivadas
de los cultivos anteriores. Inicialmente, estos paquetes bacterianos se resuspendieron en una
solucion amortiguadora conteniendo 500 mM de NaCl y se sometieron a disrupcion celular
mediante ultrasonido. Enseguida, los extractos crudos se trataron térmicamente (95—-100 °C
durante 15 min), lo que indujo la desnaturalizacion y precipitacion de proteinas celulares
(no recombinantes). En el paso anterior, se aprovecho la capacidad de la rHuASYN, como
una proteina intrinsicamente desordenada, para tolerar temperaturas elevadas, facilitando
su separacion del resto de las proteinas celulares mediante centrifugacion. La recuperacion
de rHUASYN se verifico mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 15%.

Cabe destacar que el proceso de purificacion de la rHuASYN, en su forma nativa y
monomeérica soluble, se realizéo mediante tres procedimientos consecutivos: concentracion
de la proteina mediante ultrafiltracion (con la concomitante dilucion de sales y sustitucion
del amortiguador), una separacion de la forma monomérica mediante una cromatografia de
intercambio i6nico a baja presion, y remocion de sal (desalado) mediante cromatografia de
exclusion molecular.

Primero, las fracciones solubles ricas en rHUASYN se sometieron a ultrafiltracion
utilizando una columna estandar para dilucion de sales, con un tamafio de exclusion de 3K
(MWCO 3K), lo que permiti6 reducir la concentracion de sal al menos 30 veces; es decir,
una solucion con menos de 20 mM de NaCl, en un volumen minimo de amortiguador Tris-
HCl a 25 mM (pH 8.0). Enseguida, la solucion proteica resultante se procesé mediante un

protocolo estandar de cromatografia de intercambio i6nico a baja presion, utilizando un
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sistema BioLogic™ LP (acoplado a un colector de fracciones BioFrac') con una columna
de intercambio i6nico Bio-Scale™ Mini Macro-Prep® High Q Anion Exchage. Durante este
proceso de purificacion, se registraron continuamente la conductividad y la absorbancia a
280 nm (A2s0), y se recolectaron fracciones de 1.5 mL. Muestras analiticas de las fracciones
purificadas con mayor registro de Asgo se utilizaron para verificar la recuperacion de la
proteina rHuASYN mediante electroforesis en gel SDS-poliacrilamida al 15%.

Como se muestra en la Figura 15, los procedimientos implementados hasta este
punto fueron eficientes para proporcionar altos niveles de pureza de la proteina rHuASYN
en su forma monomérica. Estos resultados estdn en concordancia con sistemas de
purificacion reportados en estudios previos (Janarthanam et al., 2024; Luth et al., 2015;
Stephens et al., 2020), los cuales enfatizan la eficacia de la cromatografia de intercambio
idnico para el aislamiento de proteinas. De manera especifica, las fracciones 17-20
(separacion proteica en presencia de 250-500 mM de NaCl) mostraron altos niveles de

rHuASYN monomérica, tal como se observa en el perfil de elucion y la electroforesis.
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Figura 15. Purificacion de rHuASYN monomérica mediante cromatografia de intercambio ionico.

Cromatograma. Panel principal: perfiles de absorbancia Azso (azul) y conductividad (rojo) relativos
al tiempo de elucion de las fracciones. Panel menor (interno): electroforesis de proteinas en gel de
SDS-poliacrilamida al 15%, teflido con ABC. Parte superior: PM, marcador de peso molecular (Blue
Prestained Protein Standard Broad Range); 17-20, fracciones de elucién. Lado izquierdo: KDa de
los marcadores. Lado derecho: banda correspondiente a la proteina rHuASYN (flecha verde).
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Este comportamiento es consistente con la afinidad i6nica de la proteina por
condiciones de salinidad controlada, facilitando su separacion eficiente de impurezas y
otras formas agregadas. Estos hallazgos validan la aplicabilidad del protocolo empleado
para una produccion recombinante robusta, reproducible y adecuada para futuras
aplicaciones experimentales.

Finalmente, las fracciones con mayor registro de Azso, correspondientes a muestras
con mayor concentracion de tHuASYN, se agruparon y sometieron a un paso adicional de
desalado mediante cromatografia de exclusion molecular. Este procedimiento fue disefiado
para garantizar la recuperacion de la proteina en su forma monomérica, nativa y soluble,
empleando un amortiguador con baja concentracion de NaCl. Siguiendo un protocolo
estandar, la solucion proteica se cargd en una columna conteniendo a Sephadex® G-25, una
resina ampliamente utilizada en procesos de desalado debido a su capacidad para separar
moléculas pequefias de macromoléculas proteicas de mayor tamafio (O’Fagain et al., 2017).
La proteina recombinante se recuperd mediante elucion con una solucion amortiguadora de
Tris:EDTA (10:1 mM, pH 8.0), asegurando condiciones para preservar la solubilidad y
funcionalidad de la proteina purificada.

Este paso final permitié reducir la concentracion de sales residuales y confirmo la
robustez goblal del protocolo para obtener rHUASYN en un entorno quimico compatible

con aplicaciones experimentales subsecuentes.

4.4. Determinacion de microagregados de alfa-sinucleina

La formacion de microagregados de alfa-sinucleina (rHuASYN) se evalud
utilizando un ensayo fluorométrico basado en la Tioflavina T (ThT), una herramienta
ampliamente utilizada para detectar estructuras amiloides. ThT es capaz de unirse a fibrillas
amiloides y producir una sefial fluorescente a 485 nm (después de excitacion a 450 nm).
Como dato relevante, la union fibrilla-ThT depende de la presencia de cuando menos cuatro
laminas-f consecutivas, lo que garantiza una deteccion especifica y sensible de los
microagregados proteicos (Xue et al., 2017).

En la primera parte de este analisis, se evaluaron dos factores clave en la formacion

de microagregados: la concentracion de rHuASYN monomérica y el efecto de la agitacion
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durante la incubacién (como medida indirecta de las interacciones proteicas). Para esto, se
prepararon mezclas conteniendo cantidades crecientes proteina (0—150 ng, en incrementos
de 25 ng) y ThT a una concentracion final de 25 pM. Estas mezclas se incubaron a 37 °C,
tanto sin agitacion como agitadas a 300 rpm y se analizaron después de 24 horas. Este
disefio experimental permiti6 analizar el impacto de las interacciones proteina-proteina bajo
diferentes configuraciones ambientales.

Como se muestra en la Figura 16, las condiciones estaticas favorecen la formacion
de microagregados, observandose un aumento sostenido en la intensidad fluorescente en las
muestras con rHuASYN, independiente de la concentracion. Esto sugiere que la ausencia
de agitacion facilita las interacciones proteina-proteina necesarias para la nucleacion y el
crecimiento constante de los agregados durante el periodo analizado.

3 B SINAGITACION

B CONAGITACION

Fluorescencia Relativa (URF)

. l

0 25 50 75 100 125 150 175
rHUASYN (ng)

Figura 16. Deteccion a punto final de microagregados de rHuASYN.

Efecto de la cantidad de rtHUASYN y de las condiciones de agitacion (identificadas en colores, verde
o0 azul), durante un periodo de 24 horas, sobre la capacidad de la Tioflavina T (ThT) para unirse a
microagregados proteicos y actuar como biosensor sensible en la formacion de estructuras amiloides
tempranas.
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Por el contrario, las condiciones de agitacion constante revelaron variabilidad en la
fluorescencia, caracterizada por un perfil de baja-creciente-maxima-baja sefial y el valor
mas elevado a 125 ng de rtHuUASYN. El aumento inicial sugiere que la agitacion, hasta cierto
punto, permite la formacion de estructuras detectables. Sin embargo, a cantidades mayores,
se observo un descenso abrupto de la fluorescencia, lo que podria indicar la saturacion del
sistema derivada de una cantidad insuficiente de ThT para unirse a las estructuras amiloides
de mayor tamafio molecular. Este comportamiento es consistente con estudios previos,
donde la proporcion entre ThT y las fibrillas es critica para una deteccion eficiente, precisa
y reproducible ((Khurana et al., 2005)). Alternativamente, esta disminucion en la sefial
fluorescente podria atribuirse al efecto de la agitacion sobre las interacciones proteina-
proteina necesarias para la estabilizacion de los microagregados. La agitacion constante
puede alterar los procesos de nucleacion y elongacion, promoviendo la formacion de
conformaciones no amiloides o desestabilizando las estructuras en formacion. Este
fendmeno es coherente con observaciones previas que destacan como el movimiento
mecanico puede interrumpir los contactos especificos entre las laminas-f, impidiendo la
organizacion adecuada de las estructuras amiloides (Xue et al., 2017). Ademas, el descenso
de la fluorescencia a concentraciones clevadas de rHuUASYN puede estar relacionado con
la generacion de agregados mas grandes y compactos, que son inaccesibles para la union
del ThT debido a su encapsulacién interna, limitando su capacidad de emitir fluorescencia
(Biancalana & Koide, 2010).

Estos hallazgos resaltan la importancia de optimizar las condiciones experimentales
del proceso de agregacion proteica para maximizar la sensibilidad y reproducibilidad del
ensayo. Es evidente que, mientras que las cantidades crecientes de rHuASYN favorecen la
formacion de agregados detectables, las condiciones de agitacion ejercen un impacto
significativo en este proceso, posiblemente interfiriendo las etapas iniciales de nucleacion
y elongacion necesarias para la formacion estable de fibrillas amiloides.

Como parte final, se evaluo el efecto del tiempo en la formacion de microagregados
durante 96 horas. Para esto, se prepararon mezclas de reaccion conteniendo ThT a 25 uM
(final) y 0, 25 0 50 ng de rHuASYN. Estas mezclas se incubaron a 37 °C sin agitacion. La

fluorescencia se registro a las 24, 48, 72 y 96 horas.
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Como se muestra en la Figura 17, no se observo un aumento significativo en la sefial
a las primeras 24 horas, lo que indica que los procesos iniciales de nucleacion son lentos.
En cambio, a las 48 horas, se produjo un aumento notable en la sefial, evidenciando la
formacion de microagregados detectables por el biosensor (ThT). De igual manera, a las 72
horas, la sefial continuo su aumento, siendo significativamente mayor en la reaccion con 50
ng, lo que sugiere una relacion directa entre la concentracion de proteina y la formacion de
agregados. Sin embargo, después de este punto, la fluorescencia tiende a estabilizarse,
detectandose valores similares a las 96 horas. Este fendmeno podria explicarse por una
saturacion del sistema, donde la cantidad de ThT disponible se vuelve insuficiente para
unirse a los agregados de mayor tamafio, o porque las fibrillas maduras interfieren con la

fluorescencia de ThT al encapsular sus sitios de union (Fodero-Tavoletti et al., 2007).

40

Fluorescencia Absoluta (URF)

351

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)
Figura 17. Deteccidon cinética de microagregados de rHuASYN.
Efecto del tiempo de agregacion proteica, usando diferentes cantidades rHuUASYN (identificadas en
colores, rojo, azul o verde), sin agitacion, durante un periodo de 96 horas, sobre la capacidad de

Tioflavina T (ThT) para unirse a microagregados proteicos y actuar como biosensor sensible en la
formacion de estructuras amiloides tempranas.
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En términos generales, los resultados demuestran que factores experimentales que
aparentan ser secundarios, como el movimiento mecanico, pueden influir en la formacion
y estabilidad de los microagregados. Ademads, respaldan la idea de que la formacion de
microagregados de alfa-sinucleina es un proceso que depende del tiempo, la concentracion
proteica y las condiciones ambientales. Comprender estas variables resulta fundamental
para el disefio de ensayos mas precisos y para la interpretacion adecuada de los resultados
en el contexto de estudios in vitro relacionados con la enfermedad de Parkinson y otras

sinucleinopatias.

4.5. (Por qué es importante realizar estudios in vitro del comportamiento

estructural de la alfa-sinucleina de humano?

Los estudios in vitro de alfa-sinucleina son fundamentales para comprender los
mecanismos que regulan tanto su plegamiento como las conformaciones estructurales que
promueven su disfunciéon. En su estado nativo, alfa-sinucleina es una proteina
intrinsecamente desordenada; sin embargo, bajo ciertas condiciones ambientales, puede
adoptar estructuras toxicas, formando microagregados y fibrillas amiloides, caracteristicas
de diversas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson.

El analisis de las etapas tempranas del proceso de agregacion es crucial, ya que las
especies oligoméricas intermedias se consideran altamente toxicas y desempefian un papel
critico en el deterioro neuronal. Investigar las condiciones que favorecen o previenen la
formacion de oligébmeros, como el pH, la presencia de lipidos, las interacciones con otras
proteinas y el estrés oxidativo, podria identificar puntos criticos de intervencion terapéutica
(Cascella et al., 2019; Diociaiuti et al., 2021).

Un aspecto particularmente relevante de los estudios in vitro es el desarrollo de
métodos avanzados para detectar microagregados de alfa-sinucleina en etapas tempranas de
su formacion. Estas especies intermedias podrian servir como biomarcadores de diagnostico
para identificar sinucleinopatias antes de la manifestacion de sintomas clinicos evidentes.

Asimismo, proporcionan una base para la creacion de modelos experimentales in vitro que
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simulan condiciones fisiopatologicas controladas, facilitando su estudio y la evaluacion de
potenciales estrategias terapéuticas en modelos celulares.

Finalmente, en los ultimos afios, la implementacion de tecnologias avanzadas, como
la criomicroscopia electronica, ha revolucionado la capacidad de caracterizar las estructuras
intermedias y finales de alfa-sinucleina en estados patologicos. Esta tecnologia ha permitido
extraer detalles estructurales sin precedentes, ofreciendo nuevas perspectivas para el diseflo
de terapias especificas dirigidas a prevenir o revertir la toxicidad asociada a la agregacion
proteica (Li et al., 2018; Sanchez et al., 2024). De igual manera, la integraciéon de modelos
computacionales con estudios experimentales in vitro estd ayudando a predecir el impacto
de diversas mutaciones y condiciones ambientales que afectan la agregacion y funcion de
la alfa-sinucleina. Este enfoque multidisciplinario proporciona una vision mas integral de
los mecanismos moleculares asociados a las sinucleinopatias, cimentando las bases para el
desarrollo de terapias mas efectivas para combatir condiciones neurodegenerativas como la

enfermedad de Parkinson.
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5. CONCLUSIONES

La alfa-sinucleina de humano es una proteina relevante en la fisiopatologia de la
enfermedad de Parkinson y otras sinucleinopatias, derivado de su tendencia a formar
agregados toxicos bajo ciertas condiciones. Comprender su bioquimica y biofisica, asi
como los mecanismos que regulan agregacion proteica es esencial para el desarrollo de
herramientas diagnosticas y terapéuticas.

Este proyecto se centro en establecer un sistema de produccion recombinante de esta
proteina humana (tHuASYN) eficiente, disefiar un protocolo de purificaciéon optimizado e
implementar un bioensayo fluorométrico para detectar microagregados proteicos, logrando
cumplir con todos sus objetivos. Las conclusiones derivas se enlistan a continuacion:

1. Un procedimiento de expresion, extraccion y purificacion fue integrado con éxito
para la produccion de la rHuASYN usando a E. coli Lemo21(DE3) como sistema
bacteriano. Este proceso se validd a pequefia y mediana escala, estableciendo una
base s6lida para el escalamiento futuro.

2. La transformacion estable de E. coli con el plasmido pE21ASYN demostro ser
funcional y adecuada para la expresion de rHuASYN. Ademas, el procedimiento
disenado permitid obtener la proteina en su estado nativo, monomérico y soluble,
con una purificacion exitosa utilizando cromatografia de intercambio i6nico.

3. Un ensayo fluorométrico basado en Tioflavina T (ThT) se implement6 y valido con
¢éxito, mostrando reproducibilidad en la deteccion de microagregados de rtHuASYN.
La concentracion de ThT a 25 uM fue adecuada para generar sefiales fluorescentes
en muestras con rHUASYN, demostrando su eficiencia como agente biosensor.
Ademas, permiti6 evaluar la formacion de microagregados en un rango de 24 a 96
horas, confirmando la capacidad del ensayo propuesto para monitorear dinamicas
de agregacion bajo condiciones controladas.

4. Laconcentracion de proteina y la agitacion son factores experimentales que influyen
de manera significativa en el proceso de nucleacion y elongacion de los agregados.

Mientras las concentraciones crecientes de rHuASYN favorecieron la formacion de
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microagregados, la agitacion alterd este proceso, probablemente interfiriendo en las

interacciones proteicas necesarias para estabilizar las estructuras amiloides.

De manera general, la implementacion de un bioensayo estandar, simple y eficiente
para la deteccion indirecta de microagregados de alfa-sinucleina humana constituye una
herramienta accesible para identificar formas pridnicas tempranas de la enfermedad de
Parkinson. La aplicacion clinica de un bioensayo como el propuesto en el presente estudio
es fundamental para futuros estudios biomédicos, contribuyendo al diagnostico temprano y
a la investigacion de enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson.

Finalmente, este proyecto sienta las bases para avanzar en el estudio de la biologia,
bioquimica y biofisica de la alfa-sinucleina, abriendo nuevas oportunidades en el
diagndstico y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas asociadas a la disfuncion de
esta proteina humana (sinucleinopatias). Asimismo, los resultados de este trabajo
vislumbran oportunidades para el desarrollo de herramientas diagnosticas accesibles y
rapidas. Una perspectiva ideal seria la generaciéon de métodos que permitan identificar
microagregados proteicos directamente en muestras biologicas, como sangre periférica y

otros fluidos corporales, mediante ensayos similares a los utilizados en otras enfermedades.
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